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Glioblastom (GBM) je najbolj agresivna maligna bolezen na možganih. Čeprav so že 
identificirali nekatere kandidate za označevalce glioblastoma, trenutno še ne poznamo dovolj 
kandidatov za označevalce, ki bi se izražali na celični površini ter bi bili sposobni ločevati 
med nemalignim možganskim tkivom in glioblastomskimi tumorskimi celicami. Znotraj 
glioblastoma se med običajnimi tumorskimi celicami nahajajo glioblastomske matične celice 
(GMC), ki so vpletene v proces ponovnega nastanka tumorja po kirurški odstranitvi. 
V doktorski nalogi smo iskali nove kandidate za označevalce glioblastoma ali glioblastomskih 
matičnih celic. Za osnovo smo vzeli tako imenovane izhodiščne kandidate (IK) CD9, FTL, 
S100A9, beta-aktin in TRIM28, ki so jih nedavno predlagali kot kandidate za označevalce 
GMC s povišanim izražanjem. V literaturi smo poiskali maligne bolezni, v katerih so IK prav 
tako povišano izraženi kot v GBM, in interakcijske partnerje, s katerimi se povezujejo v 
patobiologiji teh bolezni. Za vsak par IK-interakcijski partner smo naredili model 
interakcijskega omrežja na genski in proteinski ravni s pomočjo podatkovnih zbirk Biomine 
Explorer (genska raven) in String (proteinska raven). V teh omrežjih smo poiskali skupna 
vozlišča med IK in interakcijskim partnerjem, ki so predstavljala morebitne nove kandidate za 
označevalce GBM/GMC. Za kandidate iz skupnih vozlišč smo preverili, če so jih že povezali 
z glioblastomom. Tiste kandidate, ki jih še niso povezali z GBM, smo bioinformatsko 
validirali s primerjavo njihovega izražanja v različnih celičnih/tkivnih tipih z izražanjem 
uveljavljenih kandidatov za označevalce GBM/GMC. S tem namenom smo naredili meta-
analizo podatkov o izražanju mRNA na ravni celotnega genoma, ki smo jih našli v treh 
podatkovnih zbirkah (GEO, ArrayExpress in GLIOMASdb). V omenjenih podatkovnih 
zbirkah smo našli deset podatkovnih nizov, ki smo jih uporabili za validacijo kandidatov iz 
skupnih vozlišč. 
Našli smo 16 interakcijskih partnerjev, ki so se povezovali z našimi IK pri 10 različnih 
malignih patologijah. Z analizo vseh možnih omrežij IK-interakcijski partner smo prišli do 82 
skupnih vozlišč, med katerimi je bilo 23 še nepovezanih s karcinogenezo GBM. Te kandidate 
smo bioinformatsko validirali in prišli do treh morebitnih novih kandidatov za označevalce 
GBM/GMC s povišanim izražanjem v malignih celicah (CCT2, RUVBL1, BST1). Podrobnejša 
analiza rezultatov je pokazala, da se na ravni mRNA vsi trije kandidati različno izražajo v 
različnih za GBM/GMC relevantnih celičnih/tkivnih tipih (povišano se izražajo v tkivnih 
vzorcih GBM, ne pa tudi v matičnih celičnih linijah in nevrosferah). 
Zato smo poiskali kandidate, ki so se najbolj konsistentno izražali v vseh relevantnih 
celičnih/tkivnih tipih. V postopku selekcije smo se osredotočili na proteine, ki se povišano 
izražajo na celični površini tumorskih celic. Za izbiro najboljših kandidatov smo uporabili 
podatkovne nize GSE4290/GDS1962, GSE23806/GDS3885 in GLIOMASdb, preostalih 
sedem nizov, ki smo jih našli v podatkovnih zbirkah (GSE4412/GDS1975, 
GSE4412/GDS1976, E-GEOD-52009, E-GEOD-68848, E-GEOD-16011, E-GEOD-4536 in 




V tej fazi selekcije smo identificirali štiri gene, ki kodirajo površinske proteine (CD276, 
FREM2, SPRY1 in SLC47A1), in z bioinformatsko validacijo potrdili njihovo povišano 
izraženost v GBM/GMC. Pregled literature je razkril, da so CD276 že povezali s 
karcinogenezo glioblastoma, medtem ko se SLC47A1 v bioinformatski validaciji ni izkazal za 
dovolj relevantnega, zato ga nismo vključili v fazo eksperimentalne validacije. 
Za kandidata FREM2 in SPRY1 smo ugotovili, da je izražanje FREM2 (ne pa tudi SPRY1) 
višje v glioblastomskih celičnih linijah kot v nemalignih astrocitih. Poleg tega se je FREM2 
tako na genski kot na proteinski ravni višje izražal v glioblastomskh matičnih celičnih linijah 
kot v konvencionalnih glioblastomskih celičnih linijah. Zato predlagamo FREM2 kot novega 
kandidata za označevalca glioblastomskih celic in tudi kot potencialnega kandidata za 
označevalca GMC. Tako FREM2 kot SPRY1 sta izražena na površini glioblastomskih celic, 
medtem ko smo izražanje v citosolu normalnih astrocitov opazili samo pri SPRY1. Tudi 
SPRY1 bi lahko bil zanimiva terapevtska tarča, saj se v malignih glioblastomskih celicah 
izraža na površini, v normalnih astrocitih pa v citosolu. 
Če bi želeli podrobneje ovrednotiti pomen FREM2 in SPRY1 kot terapevtskih tarč, 
specifičnih za ciljanje navadnih ali matičnih celic v glioblastomskem tumorju, bodo potrebne 
nadaljnje raziskave na ravni imunohistokemije in živalskih modelov. V ta namen bi lahko 
uporabili kombinacijo FREM2 in SPRY1 za raziskave, katerih cilj bi bil razvoj multi-tarčne 





Glioblastoma (GBM) is the most aggressive brain malignancy. Although some potential 
glioblastoma biomarkers have already been identified, there is a lack of cell membrane-bound 
biomarkers capable of distinguishing brain tissue from glioblastoma and/or glioblastoma stem 
cells (GSC), which are responsible for the rapid post-operative tumor reoccurrence.  
Our aim was to find new candidates for glioblastoma or glioblastoma stem cell markers.  Our 
starting points were the candidates CD9, FTL, S100A9, beta-actin and TRIM28 (starting point 
candidates – SPC). These candidates have ben recenty proposed as novel GSC biomarkers 
with elevated expression in GSC. We conducted a literature search in order to find all 
malignancy in which SPC likewise have elevated expression. We identified interaction 
partners for our SPC for each pair SPC-interaction partner. An interaction network was 
created at the gene and protein levels of expression, using the databases Biomine Explorer 
(gene level) and String (protein level). In each of these networks we identified common nodes 
between SPC and its interaction partner, and these nodes represented potential novel 
GBM/GSC marker candidates. For each candidate represented in the common nodes, we 
checked whether it had already been linked to glioblastoma. Only candidates with no such 
links were bioinformatically validated by comparing their expression in various GBM/GSC-
relevant cell/tissue types with that of established GBM/GSC marker candidates. This 
validation consisted of meta-analysis of genome-scale mRNA expression data from three data 
repositories (GEO, ArrayExpress and GLIOMASdb). Tis search yielded ten appropriate 
datasets, which were used for validation of the candidates from the common nodes. 
We identified 16 interaction partners that were linked to te selected SPC in 10 different 
malignancies. Analysis of all possible networks SPC-interaction partner yielded 82 common 
nodes, of which only 23 had not yet been linked to GBM. Bioinformatic validation of these 
candidates revealed three potential new GBM/GSC marker candidates with elevated 
expression in malignant cells (CCT2, RUVBL1, BST1). However, detailed results analysis 
highlighted that all these three candidates were unevenly expressed in various GBM/GSC-
relevant cell/tissue types (e.g., elevated expression in GBM tissue samples, but not in stem-
like cell lines and neurospheres). 
Thus, we decided to identify candidates that achieved the best results in the bioinformatic 
validation tests and had the most consistent expression pattern in all relevant cell/tissue types. 
At this stage the search was focused on candidates with elevated expression at the protein 
level on the tumor cells surface. Three datasets (GSE4290/GDS1962, GSE23806/GDS3885, 
and GLIOMASdb) were used for selection of new GBM/GSC marker candidates, while the 
other seven (GSE4412/GDS1975, GSE4412/GDS1976, E-GEOD-52009, E-GEOD-68848, E-
GEOD-16011, E-GEOD-4536, and E-GEOD-74571) were used for bioinformatic validation 
of the selected candidates. This selection identified four new CSP-encoding candidate 
genes—CD276, FREM2, SPRY1, and SLC47A1—and the bioinformatic validation confirmed 
their elevated expression in GBM/GSC. Literature review revealed that CD276 is not a novel 
candidate, while SLC47A1 had the lowest validation test scores among these candidates and 




This validation revealed that the expression of FREM (but not SPRY1) is higher in 
established GBM cell lines when compared to normal astrocytes. In addition, FREM2 gene 
and protein expression levels are higher in GSC than in established GBM cell lines. FREM2 
is thus proposed as a novel GBM marker candidate, as well as a putative candidate for GSC 
biomarker. Both FREM2 and SPRY1 are expressed on the surface of the GBM cells, while 
SPRY1 alone was found expressed in the cytosol of normal astrocytes. SPRY could also be 
useful as a therapeutic target since it is expressed on the surface of malignant GBM cells but 
in the cytosol of normal astrocytes. 
In order to assess the potential value of FREM2 and SPRY1 as GB/GSC-specific therapeutic 
targets, further research is needed at the level of immunohistochemistry and animal models. In 
this context, combination of both markers may be considered in the experiments towards a 






Gliomi so maligni tumorji, ki nastanejo iz celic glie – možganskega vezivnega tkiva. Po 
histoloških značilnostih jih delimo na dva poglavitna tipa: astrocitome, ki nastanejo z maligno 
pretvorbo normalnih glialnih astrocitov, in oligodendrogliome, ki nastanejo na podoben način 
iz oligodendrocitov. Druga uveljavljena klasifikacija gliomov je delo Svetovne zdravstvene 
organizacije (angl. World Health Organization, WHO) in po tej razdelitvi se gliomi delijo na 
štiri stopnje, pri čemer je stopnja I najmanj agresivna, stopnja IV pa najbolj [1]. Za astrocitom 
stopnje IV se tradicionalno uporablja ime multiformni glioblastom (angl. glioblastoma 
multiforme, GBM), ki pa se v novi klasifikaciji gliomov [2] opušča in zamenjuje s terminom 
glioblastom (angl. glioblastoma).  
Angleški izraz 'multiforme' etimološko izvira iz neurejenega videza tumorskih celic, ko jih mo 
pod mikroskopom. Celice GBM so namreč anaplastične in nizko diferencirane, zato se 
pojavljajo v številnih oblikah (multiforme), kar se odraža v neurejeni tkivni zgradbi tumorjev. 
Poleg tega so celice GBM invazivne in se hitro delijo, medtem ko so celice gliomov nizke 
stopnje (I in II) bolj diferencirane in se delijo počasneje, zato so takšni tumorji manj nevarni 
[3,4]. Za GBM je značilno hitro napredovanje bolezni, ki se v povprečju konča s smrtjo 
bolnika okoli 15 mesecev po diagnozi navkljub kirurški odstranitvi tumorja in kemoterapiji 
[5].  
V uvodu bomo najprej opisali standardni pristop k zdravljenju GBM, nato pa se osredotočili 
na nove terapije, ki temeljijo na potencialni genski terapiji in bioloških učinkovinah. Poudarili 
bomo pomen označevalcev glioblastomskih matičnih celic (GMC) pri razvoju takšnih terapij 
in omenili pet novih kandidatov za označevalce GMC, katerih vlogo v GBM so odkrili naša 
raziskovalna skupina (Funkcijska genomika in biotehnologija za zdravje) na Inštitutu za 
biokemijo MF UL ali naši projektni partnerji na mednarodnem projektu GLIOMA Interreg. Ti 
kandidati predstavljajo izhodišče za eksperimentalno delo, ki je opisano v tej doktorski nalogi. 
1.1. Konvencionalna terapija 
Konvencialno terapijo GBM predstavlja kombinacija kirurške odstranitve tumorja, obsevanja 
in peroralne aplikacije kemoterapevtske učinkovine med obsevanjem ali po njem. Za izvedbo 
operacije je potrebno najprej določiti lego tumorja v možganih, kar naredimo s slikanjem z 
magnetno resonanco (angl. magnetic resonance imaging – MRI), po operaciji pa obsevamo 
nastalo votlino, kjer se je prej nahajal tumor [6]. Operacija pogosto ni mogoča zaradi lege 
tumorja v bližini vitalnih možganskih centrov ali zaradi bolnikove fizične oslabelosti, kar je 
težava predvsem pri starejših bolnikih, ki pa predstavljajo večino obolelih z GBM [7]. Za 
adjuvantno kemoterapijo se najpogosteje uporablja temozolomid (TMZ), nizkomolekularna 
učinkovina, ki alkilira gvaninske baze deoksiribonukleinske kisline (DNA). Pri podvojevanju 
alkilirane DNA nastanejo na mestih alkilacije prelomi v obeh verigah, ki jih celice ne morejo 
popraviti s homologno rekombinacijo, zato nastopi njihova apoptoza [8]. Ker se tumorske 
celice delijo veliko hitreje kot normalne možganske celice, se njihova DNA pogosteje 




V GMC se pogosto pojavijo mutacije, ki omogočajo odpornost na delovanje TMZ. Primer je 
mutacija, zaradi katere GMC pridobijo sposobnost izražanja encima O6-metilgvanin-DNA-
metiltransferaza (MGMT), ki demetilira DNA in nevtralizira delovanje TMZ. Tovrstna 
mutacija se ne pojavi, če je izražanje MGMT epigenetsko utišano zaradi metilacije 
promotorja. Zaradi tega je pri bolnikih z GBM, ki imajo metiliran promotor, adjuvantna 
terapija s TMZ značilno uspešnejša kot pri bolnikih brez epigenetskega utišanja. Podaljša se 
tudi povprečni čas preživetja, in sicer od 15 mesecev pri bolnikih z izražanjem MGMT (55 
odstotkov vseh bolnikov) na 22 mesecev pri bolnikih z epigenetskim utišanjem MGMT (45 
odstotkov vseh bolnikov). Pri bolnikih z nemetiliranim promotorjem za MGMT (bolniki, ki 
izražajo MGMT) tumorske celice hitro razvijejo odpornost na delovanje TMZ, zato pri njih 
kombinacija pooperativne kemoterapije s TMZ in radioterapije ne podaljša preživetja v 
primerjavi z zdravljenjem GBM izključno z radioterapijo in operacijo [9]. 
Pri bolnikih s tumorji, odpornimi na TMZ, lahko za adjuvantno kemoterapijo uporabimo 
nekatere druge konvencionalne citostatike, predvsem karmustin, lomustin, prokarbazin, 
vinkristin in karboplatin, vendar tudi zdravljenje s temi učinkovinami podaljša bolnikovo 
preživetje le v redkih primerih [7]. Večjo terapevtsko učinkovitost lahko dosežemo s 
kombinirano uporabo konvencionalnih kemoterapevtikov in bioloških zdravil. V nadaljevanju 
bomo opisali primer terapije s kombinacijo irinotekana in monoklonskega protitelesa 
bevacizumaba (glej poglavje 1.2.5. Zaviralci angiogeneze). 
Ob ponovitvi tumorja se običajno spet odločimo za operacijo, ki jo kombiniramo z adjuvantno 
terapijo drugega izbora. Ponovna obsežna resekcija je sicer tvegana, saj z vsako nadaljnjo 
operacijo narašča tveganje za poškodbe normalnega možganskega tkiva [7]. V kliničnih 
preizkusih novih učinkovin se kot merilo za učinkovitost tovrstne terapije uporablja delež 
bolnikov, pri katerih po šestih mesecih bolezen še ne napreduje (angl. progression-free 
survival 6 – PFS6). Če ta znaša manj kot 15 odstotkov vseh bolnikov, ki prejemajo določeno 
terapijo, velja terapija za neučinkovito. Ob uporabi TMZ znaša PFS6 21 odstotkov, kar 
pomeni, da je TMZ le marginalno primeren za zdravljenje ponovitve tumorja [10]. Delež 
preživetja je še nižji, če ponovljenega tumorja ni mogoče operativno odstraniti. Pri ponovitvi 
tumorja standardna radioterapija prav tako ni priporočljiva zaradi potencialne 
nevrotoksičnosti, ki bi jo lahko povzročilo pogosto izpostavljanje bolnika radioaktivnemu 
sevanju v kratkem časovnem obdobju. Bolj varna je uporaba brahiterapije – naprednejše 
oblike radioterapije, pri kateri bolniku s stereotaktično operacijo vstavimo vsadek z 
radioaktivnimi izotopi (najpogosteje jod 125) neposredno v tumor. Pri tem si pomagamo s 
podatki o lokalizaciji tumorja, ki jih dobimo z MRI in računalniško tomografijo. Bolniku 
lahko vstavimo začasne vsadke, ki oddajajo sevanje visoke intenzivnosti, ali pa trajnejše 
vsadke za podaljšano sproščanje sevanja. Prednost brahiterapije pred konvencionalnim 
obsevanjem je možnost zgostitve radioaktivnosti na ozko območje v možganih, kjer se nahaja 
tumor, kar nam omogoča uporabo višjih odmerkov sevanja brez nevarnosti za poškodbe 




1.2. Nove možnosti zdravljenja glioblastoma 
Poglavitni tarči protitumorskih učinkovin sta onkogeni signalni poti Ras/MAPK in 
PI3K/Akt/mTOR (MAPK – angl. mitogen-activated protein kinase, z mitogeni aktivirana 
proteinska kinaza; PI3K – angl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, 
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaza; mTOR – angl. mammalian/mechanistic target of 
rapamycin, sesalska/mehanska tarča za rapamicin), ki sta povezani z receptorjem za 
epidermalni rastni dejavnik (angl. epidermal growth factor receptor – EGFR in receptorjem 
za trombocitni rastni dejavnik (angl. platelet-derived growth factor receptor – PDGFR). 
Omenjeni signalni poti prenašata signale za celično delitev in tako omogočata proliferacijo 
tumorskih celic, prav tako pa sta vpleteni v zaviranje apoptoze in spodbujanje angiogeneze.  
Sestava gliomskega proteoma je odvisna od stopnje tumorja, pri čemer je izražanje nekaterih 
proteinov v pozitivni korelaciji z višjo stopnjo. Tako je za 40–50 odstotkov tumorjev GBM 
(stopnja IV) značilno povišano izražanje EGFR, medtem ko ima med anaplastičnimi 
astrocitomi (stopnja III) le 10 odstotkov tumorjev to značilnost. Prekomerno izražanje EGFR 
je torej dogodek, ki se med stopnjevanjem malignosti tumorja pojavi razmeroma pozno in je 
bistvenega pomena, saj je večina visoko malignih lastnosti glioblastomskih celic povezana z 
deregulacijo signaliziranja preko EGFR [7]. Ta receptor je namreč povezan z onkogenimi 
signalnimi potmi Ras/MAPK in PI3K/Akt/mTOR, ki spodbujata proliferacijo tumorskih celic, 
kar vodi v rast in napredovanje tumorja [11]. Povišano izražanje EGFR v tumorju je za 
bolnika slab prognostičen znak, saj pomeni nižji čas preživetja in višjo verjetnost, da so 
tumorske celice odporne na radioterapijo [7]. 
Za GBM ni značilno samo prekomerno izražanje EGFR, temveč tudi pojav mutirane različice 
tega receptorja – EGFRvIII (angl. EGFR variant III). Ta različica se pojavi v približno 
polovici tumorjev, ki prekomerno izražajo EGFR, skupno torej v približno 25 odstotkih vseh 
primerov GBM. EGFRvIII se praviloma pojavi le v tumorjih, ki že prekomerno izražajo 
EGFR, in le v redkih primerih med temi tumorji je stopnja izražanja mutirane različice višja 
od tiste pri divjem tipu. Izražanje EGFRvIII še dodatno poveča malignost tumorja, in sicer 
preko več mehanizmov, med katerimi sta najpomembnejša konstitutivna aktivacija onkogenih 
signalnih poti in zaviranje apoptoze. Prognostični pomen njegovega izražanja v primarnem 
tumorju je skrajšanje skupnega časa preživetja in časa brez mapredovanja bolezni v 
primerjavi s primeri GBM, pri katerih se navadni EGFR sicer prekomerno izraža, vendar 
EGFRvIII ni prisoten [7]. 
Za razvoj glioblastomskega tumorja je pommebna tudi signalna pot, ki uravnava nastanek 
novih krvnih žil – angiogenezo. Ključni rastni dejavnik v tej signalni poti je vaskularni 
endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth factor, VEGF), ki se veže na 
svoj receptor VEGFR (angl. VEGF receptor), kar aktivira že omenjeni onkogeni signalni poti 
Ras/MAPK in PI3K/Akt/mTOR. Poleg signalne poti VEGF/VEGFR so v angiogenezo 
vpleteni tudi signaliziranje, posredovano z integrini, in interakcije na celični površini med 
integrini in matričnimi metaloproteinazami (angl. matrix metalloproteinases, MMP). MMP 
sodelujejo tako pri širitvi žilne mreže kot pri invaziji tumorskih celic v okoliško tkivo, zato je 




Za primarni glioblastom je značilna povišana aktivacija matrične metaloproteinaze 9 (MMP-
9), ki je povezana z izražanjem EGFRvIII in aktivacijo signalne poti Ras/MAPK. Histološka 
analiza tumorskih rezin je pokazala neenakomerno izražanje EGFRvIII, ki je prisoten samo v 
nekaterih populacijah tumorskih celic. Če bi za terapijo GBM uporabili zaviralce MMP-9, ki 
je aktivnejša v celicah z izraženim EGFRvIII, bi učinkovali le na takšne celice [11]. Obstaja 
možnost, da so celice z EGFRvIII ena od podskupin GMC in da se nahajajo v perivaskularnih 
nišah na robu tumorja, kar bi pojasnilo njihovo vlogo tako pri invaziji kot pri angiogenezi. Po 
drugi strani pa antiangiogene učinkovine ne uničijo že vzpostavljenega mikroožilja na 
tumorskih robovih, kjer potekata rast tumorja in infiltracija v normalno tkivo [10]. 
Za GMC, ki po kirurški odstranitvi tumorja ostanejo nedotaknjene v svojih perivaskularnih 
nišah, je poleg konstitutivno aktiviranega signaliziranja po onkogenih signalnih poteh 
značilna tudi izguba p53 in drugih tumorskih supresorjev. Protein p53 zavira replikacijo DNA 
in tako prepreči celično delitev. Njegova izguba je značilna za tumorske celice sekundarnega 
glioblastoma. Tumorski supresor homolog fosfataze in tenzina (angl. phosphatase and tensin 
homolog – PTEN) je prav tako vpleten v karcinogenezo GBM, saj je analiza glioblastomskih 
celičnih linij v povprečju pokazala izgubo PTEN pri 36 odstotkih celic, posamezne celične 
linije pa lahko odstopajo navzgor ali navzdol od tega povprečja. Posledica izgube PTEN je 
otežena homologna rekombinacija, s katero celice popravljajo poškodbe DNA, pri katerih 
pride do preloma obeh verig. 
Prenos signalov po onkogenih signalnih poteh Ras/MAPK in PI3K/Akt/mTOR lahko 
prekinemo z utišanjem EGFR, PDGFR in drugih onkogenov, kar lahko dosežemo z aplikacijo 
bodisi protismerne informacijske ribonukleinske kisline (angl. messenger ribonucleic acid – 
mRNA) ali interferenčne RNA (angl. RNA interference – RNAi). Zaporedje nukleotidov v 
enoverižni protismerni mRNA je komplementarno zaporedju v mRNA, zato protismerna 
mRNA hibridizira mRNA in tako prepreči vstop mRNA v ribosome, kjer poteka sinteza 
proteinov. Posledično se protein, kodiran na mRNA, ne more izraziti. 
Protismerne mRNA bi lahko uporabili tudi za utišanje telomeraze – encima za podaljševanje 
telomerov med podvajanjem DNA pred delitvijo celic. Zmanjšana učinkovitost 
kemoterapevtikov je lahko tudi posledica mutacije, ki omogoči izražanje telomeraze. 
Telomeri so nekodirajoča zaporedja na koncih kromosomske DNA, ki služijo kot zaščita pred 
učinki krajšanja nukleotidnega zaporedja kromosomov zaradi naključne izgube končnih 
nukleotidov. Če se zaporedje skrajša, se sicer izgubijo nefunkcionalni končni telomeri, 
genomsko kodirane informacije pa v začetku  niso prizadete. Ko pa DNA ostane brez 
telomerov, se ne more več podvajati brez posledic za integriteto genoma, zato nadaljnje 
celične delitve povzročijo senescenco in propad celic. Telomeraza omogoča regeneracijo 
telomerov, zato se celice z aktivno telomerazo lahko delijo večkrat kot celice brez telomeraze. 
Utišanje telomeraze spodbudi apoptozo rakavih celic in poveča njihovo občutljivost na TMZ 
in druge citostatike [12].  
V nadaljevanju bomo podrobneje obravnavali nove terapevtske metode, pri katerih 




makromolekule, na primer protitelesa, protismerne mRNA, citokine in cepiva. Omenili bomo 
tudi gensko terapijo in onkolitične viruse.   
1.2.1. Utišanje onkogenov z nizkomolekularnimi zaviralci kinaz 
Za razliko od ostalih nekonvencionalnih pristopov k terapiji GBM, ki uporabljajo 
makromolekule, so zaviralci kinaz majhne molekule (izjema je reovirus – glej odstavek 1.2.7. 
Virusi). Metoda njihovega delovanja je zaviranje onkogenov iz družine kinaznih encimov, ki 
sodelujejo v kaskadi fosforilacij v signalnih poteh (glej poglavje 1.2.2. Nove možnosti za 
zdravljenje glioblastoma). Zaviralci kinaz učinkujejo specifično na svoje tarče in imajo le 
malo stranskih učnikov, vendar imajo tudi zelo nizko terapevtsko učinkovitost v primeru 
samostojne uporabe za terapijo GBM. Učinkovitost se izboljša, če jih kombiniramo s 
konvencionalnimi kemoterapevtiki (glej odstavek 1.1. Konvencionalna terapija) ali zaviralci 
angiogeneze, ki jih bomo opisali v nadaljevanju. Nekateri zaviralci so manj specifični in 
zavirajo širok spekter različnih kinaz. Primer je eksperimentalna učinkovina AZD2171, ki 
poleg PDGFR zavira tudi VEGFR in onkogeno tirozin proteinsko kinazo c-Kit, zato ima večje 
terapevtske učinke kot standardni inhibitorji. V kliničnih preizkusih je AZD2171 povzročil 
občutno zmanjšanje tumorja in okoliškega edema [10]. 
V primeru ponovitve tumorja po resekciji in primarni kemoterapiji lahko namesto TMZ za 
terapijo uporabimo nekatere zaviralce kinaz. Pri bolnikih z ohranjenim izražanjem 
tumorskega supresorskega gena PTEN dosežemo višji PFS6, če uporabimo še 
nizkomolekularna zaviralca EGFR (erlotinib in gefitinib). Po drugi strani se zaviralci mTOR 
(temsirolimus oziroma rapamicin), Ras (tipafarnib) in PDGFR (imatinib) niso izkazali za 
učinkovite [10]. 
1.2.2. Utišanje onkogenov s protismernimi mRNA/RNAi 
Za tumorske celice GBM je značilno povišano izražanje EGFR, PDGFR in drugih 
onkogenov, ki jih lahko utišamo z uporabo protismernih mRNA ali RNAi (glej poglavje 
1.2.2. Nove možnosti za zdravljenje glioblastoma). Primer potencialne terapevtske uporabe 
protismernih mRNA je utišanje EGFR, ki so ga preizkusili na miših z vsajenimi človeškimi 
tumorji GBM. Za dostavo protismernih mRNA so uporabili plazmid, ki so ga vnesli v 
liposom in tako naredili umetni virus. Za lažji vstop liposoma s plazmidom v tumorske celice 
so na njegovo površino pripeli dve vrsti monoklonskih protiteles. Prvo protitelo je bilo 
usmerjeno proti transferinu, prenašalnemu proteinu za železo, ki se izraža na površini 
endotelija na krvno-možganski pregradi in omogoča prenos železovih ionov v možgane. 
Drugo je bilo usmerjeno proti inzulinskemu receptorju, ki se izraža na površini 
glioblastomskih celic in omogoča vstop inzulina v celice. S prvim protitelesom so dosegli 
vstop umetnega virusa s protismernimi mRNA v možganski intersticij, z drugim pa na mesto 
delovanja mRNA v celicah GBM. Protismerne mRNA so zmanjšale izražanje EGFR v 
tumorskih celicah in podaljšala preživetje poskusnih živali v primerjavi s kontrolno skupino, v 
kateri so mišim po enakem postopku aplicirali terapevtsko neučinkovito mRNA. Na miših so 
preizkusili tudi utišanje EGFRvIII (EGFR varianta III – mutirana različica EGFR) s 
protismernimi mRNA, ki so jih vnesli z različnimi virusnimi in plazmidnimi vektorji. Rezultat 




Utišanje gena s pomočjo interferenčne RNA (RNAi) se razlikuje od postopka s protismernimi 
mRNA po tem, da pri RNAi uporabimo dvoverižno RNA. Slednjo pripravimo tako, da 
sintetiziramo zaporedje RNA, v katerem je prva polovica komplementarna drugi. Molekula s 
takšnim zaporedjem se zvije v obliki lasnice, pri čemer pride do hibridizacije med nukleotidi 
obeh polovic in nastane dvoverižna konformacija. Dvoverižna RNA po vstopu v celice sproži 
razgradnjo mRNA s homolognim zaporedjem in tako prepreči izražanje proteina, kodiranega 
na tej mRNA. Na miših z vsajenim GBM so preizkusili RNAi, usmerjeno proti EGFR, ki so 
jo vnesli po enakem postopku kot protismerno mRNA, opisanem v zgornjem odstavku. RNAi 
je podaljšala povprečno preživetje miši za več kot 90 odstotkov v primerjavi s preživetjem 
miši z vsajenim GBM, v  katere so vnesli prazni vektor [13].  
1.2.3. Aktivacija tumorskih supresorjev z gensko terapijo 
Z gensko terapijo bi v GMC lahko vnesli gene za tumorske supresorje in tako vzpostavili 
nadzor nad celično delitvijo in diferenciacijo. Gensko zdravljenje z vstavitvijo gena p53 so že 
klinično preizkusili [14]. Po odstranitvi tumorja so v nastalo votlino v možganih aplicirali 
adenovirusni vektor z zapisom za p53, odstranjeno tumorsko tkivo pa so uporabili v ex vivo 
poskusu, v katerem so v tumor injicirali enak vektor. Transfekcija tumorskih celic s p53 je 
uspela samo v neposredni bližini mesta aplikacije in je povzročila apoptozo. Pri bolnikih, ki 
so jim vbrizgali vektor po odstranitvi tumorja, niso opazili sistemske adenovirusne okužbe in 
drugih znakov klinične toksičnosti vektorja. Po drugi strani terapija z genom p53 ni uspela 
preprečiti ponovne tumorske rasti [14]. 
Odsotnost tumorskega zaviralca PTEN poveča občutljivost celic na delovanje alkilirajočih 
kemoterapevtikov, npr. TMZ (glej odstavek 1.1. Konvencionalna terapija), saj celice brez 
PTEN težje popravljajo poškodbe DNA, ki jih povzročajo alkilirajoči citostatiki. Prav tako so 
bolj občutljive na delovanje zaviralcev polimeraze poli-(adenozindifosfat-riboze) (angl. poly-
(adenosindiphosphate-ribose) polymerase – PARP) [8]. Zaviralci PARP in alkilirajoča 
sredstva torej predstavljajo učinkovito adjuvantno terapijo za tumorje z visokim deležem celic 
brez PTEN.  
1.2.4. Utišanje onkogenov s protitelesi 
Proteinski in glikoproteinski antigeni, ki se nahajajo na površini tumorskih celic, so 
najprimernejše tarče za terapijo z monoklonskimi protitelesi. Protitelesa so primerna za 
terapijo, če njihova vezava na antigen povzroči inhibicijo signalnih poti, pomembnih za rast 
ali preživetje tumorskih celic. Primer so protitelesa, ki se vežejo na povišano izražene 
receptorje za rastne dejavnike, kot sta EGFR (še posebej njegova konstitutivno aktivirana 
mutirana različica EGFRvIII) in PDGFR. Terapevtska protitelesa, usmerjena proti EGFRvIII, 
lahko delujejo preko treh poglavitnih mehanizmov: spodbujajo delovanje citotoksičnih celic 
proti kompleksu antigen-protitelo, odstranjujejo receptor s površine tumorskih celic in 
povzročijo spremembe v konformaciji in fosforilaciji receptorja, kar zmanjša njegovo 
sposobnost aktivacije signalnih poti [11].  
Učinkovitost terapevtskih protiteles se poveča, če jih spojimo s toksini, radionuklidi ali 




povzroči lokalno uničenje tkiva, v katerega ga apliciramo. Konjugirano protitelo je stabilno in 
ima visoko afiniteto do svojega antigena. Če ga apliciramo neposredno v možgane, lahko 
dosežemo koncentracijo, pri kateri nastopi citotoksično delovanje. Še učinkovitejšo biološko 
učinkovino dobimo, če psevdomonasni toksin A konjugiramo z molekulo transformirajočega 
rastnega dejavnika α (angl. transforming growth factor alpha – TGF-α), ki je eden od 
ligandov za EGFR. Konjugat liganda in toksina je tako učinkovit, da že vezava ene same 
molekule na EGFR ali EGFRvIII povzroči propad tarčne tumorske celice [11].  
Če je protitelo konjugirano z radionuklidom, ne deluje le na celico, ki izraža antigen, temveč 
zaradi oddanega sevanja toksično vpliva tudi za sosednje celice brez antigena. To dejstvo je 
pomembno za morebitno terapijo s protitelesi, usmerjenimi proti označevalcem GMC, saj bi z 
radionuklidom konjugirano protitelo uničilo tudi populacije GMC, ki sicer ne izražajo 
določenega označevalca. Po drugi strani pa je sevanje toksično tudi za normalne celice v 
bližini tumorja, na primer za endotelijske celice, ki se nahajajo v perivaskularnih nišah skupaj 
z GMC. Raziskovalci so že razvili protitelesa proti EGFR in EGFRvIII, spojena z 
radioaktivnim jodovim izotopom 125I [13]. V literaturi se omenjajo tudi protitelesa proti 
tenascinu, sestavini citoskeleta, ki naj bi se povišano izražal v tumorskih celicah GBM. V 
terapiji GBM so uporabili protitelesa proti tenascinu, konjugirana z radionuklidom, in dosegli 
podaljšanje bolnikovega preživetja [15]. 
Imunoliposomi so konjugati protiteles z liposomi. Naloga protiteles je prepoznavanje 
antigenov na tarčnih celicah, sami liposomi pa vsebujejo terapevtsko učinkovino, ki se sprosti 
ob vezavi liposoma (ki na svoji površini nosi protitelo) na celični površinski antigen in uniči 
tarčno celico. Namesto celotnih protiteles lahko liposome konjugiramo s fragmenti protiteles, 
ki lahko še vedno prepoznajo površinski celični antigen in tako omogočijo specifično vezavo 
liposoma. V notranjost liposomov vstavimo konvencionalne kemoterapevtske učinkovine ali 
večje makromolekule, na primer toksine. Imunoliposomi niso uporabni le za uničevanje 
tarčnih celic, temveč jih lahko uporabimo tudi za transfekcijo celic s terapevtskimi geni [11]. 
1.2.5. Zaviralci angiogeneze 
V literaturi se kot obetavna možnost omenja antiangiogenska terapija – zaviranje rasti 
tumorskega žilja, predvsem z uporabo učinkovin, ki delujejo na signalno pot VEGF/VEGFR 
(glej poglavje 1.2.2. Nove možnosti za zdravljenje glioblastoma). Te učinkovine so lahko 
protitelesa ali majhne molekule. Proti VEGF so razvili monoklonsko protitelo bevacizumab in 
ga uporabili v poskusih na živalih in v kliničnih preizkusih. Sistemska aplikacija protiteles 
proti VEGF v podgane [16] z oslabljenim imunskim sistemom, ki so jim vsadili tumor GBM, 
je povzročila propad tumorskega žilja, apoptozo tumorskih celic, počasnejšo rast tumorja in 
značilno podaljšanje preživetja poskusnih živali. Pri ljudeh rezultati protiangiogenske terapije 
niso bili tako spodbudni. V kliničnih preizkusih je bevacizumab sprva upočasnil napredovanje 
bolezni, vendar so tumorske celice kasneje razvile mehanizme, ki so omogočili odpornost na 
delovanje protiteles. To je vodilo v ponovno agresivno rast tumorja, zato terapija s tem 




Učinek bevacizumaba na tumorske celice in žilje je deloma pojasnila raziskava, v kateri so 
tumorje GBM, ki so jih operativno odstranili iz bolnikov, vsadili v miši, ki so jim v 
nadaljevanju aplicirali bevacizumab [18]. Terapija je povzročila zmanjšanje pretoka in 
volumna krvi v tumorju ter propad številnih velikih in srednje velikih žil, ki so oskrbovale 
tumor. V tumorskih celicah se je zmanjšalo število mitohondrijev, vendar se je hkrati 
dramatično povišala invazija tumorskih celic v okoliški možganski parenhim. Posledice 
manjše oskrbe tumorja s krvjo in večje invazivnosti tumorskih celic so se medsebojno 
nevtralizirale, tako da bevacizumab ni značilno vplival na tumorsko rast. Mehanizem v ozadju 
razvoja odpornosti na bevacizumab in povečane invazivnosti je najverjetneje povezan s 
hipoksijo, ki nastopi po nazadovanju tumorskega žilja zaradi delovanja bevacizumaba. Zaradi 
hipoksije nastopi indukcija s hipoksijo induciranega dejavnika 1α (angl. hypoxia-inducible 
factor 1α – HIF-1α), ki aktivira signalno pot PI3K/Akt/mTOR in tako izniči delovanje 
bevacizumaba, saj se omenjena pot aktivira tudi ob vezavi VEGF na VEGFR, ki jo 
bevacizumab sicer prepreči. Poleg tega aktivacija signalne poti PI3K/Akt/mTOR zaradi 
hipoksije v tumorskem tkivu sproži spremembe v tumorskih celicah, ki vodijo v njihovo 
povišano invazivnost.    
Če želimo povečati učinkovitost antiangiogenske terapije, jo moramo torej kombinirati z 
drugimi pristopi. V literaturi so opisani nekateri primeri uporabe bivalentnih protiteles, med 
katerimi se je za učinkovito izkazalo tako, ki se veže tako na VEGF kot na Ang-2 (rastni 
dejavnik, ki spodbuja izločanje eritropoetina) [17]. Po drugi strani kombinacija bevacizumaba 
s konvencionalnima kemoterapevtikoma cisplatinom in karboplatinom ne podaljša 
bolnikovega preživetja, poveča pa stranske učinke, predvsem slabokrvnost zaradi 
inhibitornega delovanja kemoterapevtikov na dozorevanje krvnih celic v kostnem mozgu [19]. 
Boljše rezultate dosežemo, če za adjuvantno terapijo primarnega GBM kombiniramo 
bevacizumab z irinotekanom (glej poglavje 1.1. Konvencionalna terapija). V tem primeru se 
(v primerjavi z zdravljenjem izključno z bevacizumabom) podaljšata povprečni čas preživetja 
bolnikov in povprečna doba brez napredovanja bolezni. Sinergistično delovanje 
bevacizumaba in irinotekana je najverjetneje posledica različnih mehanizmov, predvsem 
olajšane penetracije irinotekana v tumor in podaljšanega zadrževanja v njem zaradi sprememb 
v žilju, ki znižajo intersticijski tlak in otežijo pretok skozi tumor [20]. Nasprotno se je v 
terapiji ponovljenega tumorja bolje izkazal bevacizumab kot edina učinkovina, medtem ko 
dodatek irinotekana ni prinesel nobenih koristi [21].  
V človeškem organizmu se lahko sintetizirajo endogeni zaviralci angiogeneze, na primer 
angiostatin, endostatin in trombospondin 1. Angiostatin nastane s proteolitsko cepitvijo 
dejavnika za strjevanje krvi plazminogena, endostatin pa s cepitvijo kolagena 18. Omenjene 
proteine bi lahko terapevtsko uporabili v kombinaciji z bevacizumabom. Ker sta EGFR in 
PDGFR povezana z istimi signalnimi potmi kot VEGFR, lahko za zaviranje angiogeneze 
uporabimo tudi antagoniste teh dveh receptorjev oziroma njunih ligandov EGF in PDGF [11]. 
1.2.6. Citokini 
Namesto protiteles lahko kot terapevtska sredstva proti GBM uporabimo druge 




povzroči zatekanje in povečanje volumna zunajcelične tekočine, to pa olajša dostop v tumor 
hidrofilnim učinkovinam, med katere sodi tudi protivirusno zdravilo ganciklovir, ki jo bomo 
omenjali v nadaljevanju. Citokini spodbujajo imunski odgovor, v okviru katerega se v tumor 
infiltrirajo limfociti CD4+ in CD8+, makrofagi, naravne celice ubijalke in nevtrofilci, 
prisotnost eksogenih citokinov pa tudi spodbudi izražanje endogenih citokinov po načelu 
pozitivne povratne zanke [22]. Poleg tega lahko citokini specifično prepoznavajo nekatere 
vrste tumorskih celic, posebno tiste s povišanim izražanjem EGFR [15].  
Tudi citokine lahko konjugiramo s toksini, ki povzročijo nekrozo ciljanih celic. Citokini 
interlevkin 13 (IL-13), IL-4 in transformirajoči rastni dejavnik beta (angl. transforming 
growth factor β, TGF-β), vsi spojeni s toksinom A psevdomonasa, so se v zgodnjih fazah 
kliničnih preizkusov izkazali kot varna terapevtska sredstva z zadovoljivo učinkovitostjo [15]. 
Enako velja za terapijo z avtolognimi tumorskimi celicami, pridobljenimi s kirurško 
odstranitvijo tumorja, ki so jih z retrovirusno transfekcijo modificirali tako, da so izločale IL-
2. Po cepljenju bolnika s takšnimi celicami so se pojavili znaki imunskega odgovora, v 
katerem so imele glavno vlogo citotoksične celice T, ki so izražale antigen CD8 (CD8+ T). 
Posledica imunskega odgovora je bil pojav tumorske nekroze pri bolniku, pri katerem 
predhodna konvencionalna terapija ni uspela zaustaviti napredovanja bolezni [23]. 
Pri pripravi konjugata med citokinom in protitelesom lahko uporabimo tehnologijo 
rekombinantne DNA in pripravimo kombinirani genski zapis za citokin in proteinski toksin, 
ki ga izrazimo kot himerni protein. Primer takega pristopa je TP-38, ki je kombinacija 
citokina TGF-α in mutirane oblike toksina iz psevdomonasa. V kliničnem preizkusu so 
dvajsetim bolnikom dajali TP-38 z infuzijo s postopkom s konvekcijo izboljšane dostave 
(angl. convection-enhanced delivery – CED, podrobnejši opis je v nadaljevanju). Učinkovitost 
je bila sicer nizka, saj je tumor popolnoma izginil samo pri enem bolniku, vendar se pri tem 
bolniku tudi eno leto in pol po zaključku terapije bolezen še ni ponovila. V razvoju je še ena 
podobna učinkovina, in sicer himerni protein, ki združuje EGF in nekatere domene toksina 
davice [13]. 
Še en primer uporabe citokinov v kliničnih preizkušanjih novih terapij za GBM je aplikacija 
rekombinantnega humanega IL-12 v kombinaciji z dendritičnimi celicami, ki so jih s 
postopkom fuzije spojili s tumorskimi celicami GBM, pridobljenimi s kirurško odstranitvijo 
tumorja [24]. Spojene celice so uporabili kot cepivo za aktivacijo imunskega odgovora proti 
tumorju, IL-12 pa je še dodatno spodbudil imunsko reakcijo. Terapija se je izkazala za varno, 
saj pri nobenem bolniku niso opazili resnih stranskih učinkov, vendar je bila učinkovitost 
nizka, saj se je nazadovanje tumorja pojavilo le pri četrtini bolnikov. 
Namesto aplikacije rekombinantnih citokinov lahko transfekcijo tumorskih celic izvedemo 
tudi z retrovirusnim vektorjem, ki nosi genski zapis za določen citokin. Po virusni okužbi 
začnejo celice proizvajati ta citokin, ki aktivira bolnikov imunski sistem proti okuženim 
tumorskim celicam in tako okrepi učinek protivirusne učinkovine, ki jo apliciramo v 
nadaljevanju. Primer take terapije je klinična raziskava [25], v kateri so bolnikom z 




2, kasneje pa so jim intravensko aplicirali protivirusno učinkovino ganciklovir. Injekcija celic 
v tumor ni povzročila stranskih učinkov, gen za IL-2 pa se je uspešno prenesel v tumorske 
celice, ki so začele izražati ta citokin in aktivirale sistemsko citokinsko kaskado. Po aplikaciji 
ganciklovira se je pri dveh bolnikih od 12 pojavilo delno nazadovanje tumorja, po drugi strani 
pa so pri drugih dveh bolnikih zaznali napredovanje bolezni.  
Tako terapijo lahko uporabimo tudi kot dodaten ukrep po kirurški odstranitvi tumorja. Primer 
je kliničen preizkus [26], v katerem so 48 bolnikom po operaciji na mesto v možganih, kjer je 
bil prej tumor, vbrizgali celice za proizvodnjo virusnega vektorja. V nadaljevanju je prišlo do 
virusne okužbe tumorskih celic, ki so po operaciji še ostale v možganih. Med njimi so bile 
najverjetneje tudi GMC. Po dveh tednih so začeli z aplikacijo ganciklovira, ki je deloval na 
okužene celice. Pri nobenem bolniku niso opazili znakov sistemske virusne okužbe, vendar je 
pri eni osebi prišlo do nevroloških motenj. Pri veliki večini bolnikov je bolezen hitro 
napredovala kljub resekciji in terapiji z ganciklovirom, saj po enem letu le pri dveh bolnikih 
ni prišlo do ponovnega pojava tumorja. Žal raziskava ni imela kontrolne skupine, tako da ne 
vemo, koliko je dodatna terapija prispevala k preživetju bolnikov v primerjavi s samo 
resekcijo, najverjetneje pa je bil njen prispevek zanemarljiv. 
Glede terapije s citokini velja omeniti tudi obstoj nekaterih citokinov, npr. TGF-β2, ki 
spodbujajo rast GBM. V teh primerih lahko dosežemo terapevtski učinek z uporabo 
protismernih verig RNA, ki utišajo izražanje onkogenih citokinov [15]. Protismerne verige 
RNA lahko uporabimo tudi za utišanje onkogene mikro RNA 21 (miR-21). V in vitro 
poskusih so dokazali značilno povišanje citostatičnega učinka kemoterapevtika taksola, če so 
ga aplicirali v kombinaciji s protismernimi verigami RNA za utišanje miR-21 [27]. 
1.2.7. Onkolitični virusi 
V terapiji GBM se lahko virusi uporabijo bodisi kot vektorji za vnos terapevtskih genov ali 
kot biološke učinkovine. V slednjem primeru je cilj terapije okužiti tumorske celice z 
virusom, kar vodi v propad celic ali pa jih naredi občutljive za konvencionalne protivirusne 
učinkovine. Tudi v primeru vnosa terapevtskih genov z virusnim vektorjem je lahko posledica 
njihovega izražanja večja občutljivost celic za protivirusno terapijo. Primer je vnos gena za 
timidin kinazo (TK) – ki izvira iz virusa navadnega herpesa tip 1 (angl. herpes simplex virus – 
HSV) – v glioblastomske celice s pomočjo celic, okuženih z retrovirusnim vektorjem z 
zapisom za TK. TK je encim, ki med drugim fosforilira protivirusno predzdravilo ganciklovir 
v aktivno obliko ganciklovir trifosfat, ki se pri replikaciji virusne DNA vgradi v nastajajočo 
verigo kot samomorilski substrat in prepreči nadaljnje podvojevanje DNA. Izražanje TK torej 
naredi tumorske celice bolj občutljive za terapijo z ganciklovirom, ki ga apliciramo po 
uspešni transfekciji.  
Omenjeno metodo so klinično preizkusili kot adjuvantno terapijo po kirurški odstranitvi 
tumorja, pri čemer so vstavili celice nosilke retrovirusnega vektorja na robove votline, kjer se 
je prej nahajal tumor. Po sedmih dneh so začeli z aplikacijo ganciklovira, ki je trajala 
naslednja dva tedna. Med dvanajstimi bolniki, vključenimi v raziskavo, pri štirih niso opazili 




tumorja v primeru konvencionalne terapije (operacija, obsevanje in TMZ). Od štirih bolnikov 
brez ponovitve bolezni po štirih mesecih so trije preživeli več kot eno leto po operaciji, eden 
od teh treh pa je ostal brez znakov bolezni celo po treh letih. Adjuvantna terapija s TK in 
ganciklovirom ni imela stranskih učinkov in ni poslabšala kakovosti življenja niti pri bolnikih, 
pri katerih se ni izkazala za učinkovito [13]. 
Precej drugačne rezultate glede učinkovitosti terapije s TK in ganciklovirom je dala klinična 
raziskava [28], v kateri so uporabili ta pristop kot izključno obliko zdravljenja, ne kot 
adjuvatno k radioterapiji in TMZ, tako kot v zgornjem primeru. Terapija izključno s TK in 
ganciklovirom se ni izkazala za učinkovito, saj ni značilno izboljšala nobenega od merjenih 
kazalcev učinkovitosti (povprečni čas brez napredovanja bolezni, povprečni čas preživetja, 
delež preživetja po enem letu) v primerjavi s kontrolno skupino, v kateri so zdravili bolnike s 
konvencionalnim pristopom (operacija in obsevanje), vendar brez adjuvantne terapije s TMZ. 
V obeh skupinah je sicer bilo po 124 bolnikov, pri bolnikih, zdravljenih s TK in 
ganciklovirom, pa niso opazili stranskih učinkov. 
Če uporabimo zdravljenje s TK in ganciklovirom kot adjuvantno terapijo v primeru ponovitve 
tumorja, so izidi prav tako slabši kot pri zdravljenju primarnega tumorja. Ta pristop so 
klinično preizkusili na bolnikih, ki so prestali operativno odstranitev ponovljenega tumorja 
[29]. Bolnikom so v votlino, kjer je bil prej tumor, vbrizgali celice s sposobnostjo 
proizvajanja virusnega vektorja z zapisom za TK. Po petih ciklih terapije z ganciklovirom so 
se pojavili stranski učinki pri več kot polovici bolnikov, čeprav niso zaznali sistemske okužbe 
z virusnim vektorjem. Vzrok za stranske učinke je najverjetneje bila imunogenost injiciranih 
celic. Petina bolnikov je preživelo več kot leto dni po terapiji, tako da omenjena terapija tudi v 
tem primeru ni bila povsem neučinkovita, vendar je zaradi stranskih učinkov obveljala za 
neprimerno.  
Učinkovitost je v precejšnji meri odvisna od vrste celic z vstavljenim virusnim vektorjem z 
zapisom za TK, ki jih apliciramo. Če uporabimo celice z nizko migracijsko sposobnostjo, npr. 
fibroblaste, bodo ostale na mestu aplikacije in ne bodo dosegle tumorja [28]. Tej težavi se 
lahko izognemo, če dostavimo celice neposredno v tumor z intratumorsko injekcijo ali 
infuzijo preko katetra, vendar je izvedljivost tega pristopa odvisna od lokacije tumorja. Pri 
neoperativnih oblikah GBM je tumor pogosto na takšni lokaciji, da neposredna aplikacija 
učinkovin ni mogoča. Po drugi strani so ena od možnih posledic operativne odstranitve 
tumorje lokalne poškodbe tkiva v okolici tumorja (npr. zaradi kirurških rezov), ki olajšajo 
penetracijo celic z virusnim vektorjem v okoliško tkivo, če jih vstavimo v pooperativno 
votlino. Zato je terapija s TK in ganciklovirom primerna za adjuvantno terapijo po operaciji, 
ni pa primerna kot metoda izbora za zdravljenje neoperativnih oblik GBM. 
Zelo obetavna je terapevtska metoda, pri kateri z virusnim vektorjem v tumorske celice hkrati 
vnesemo zapis za TK in za določeni imunomodulatorni citokin [22]. Na majhnem vzorcu 
štirih bolnikov so klinično preizkusili hkratni vnos genov za TK in IL-2 z virusnim vektorjem. 
Pri nobenem od njih niso zaznali sistemske virusne okužbe ali drugih stranskih učinkov, 




slikanjem z magnetno resonanco in računalniško tomografijo ugotovili občutno zmanjšanje 
tumorja, ki ni nastopilo le zaradi delovanja ganciklovira, saj so pri polovici bolnikov opazili 
znake nekroze v okolici mesta intratumorskega injiciranja vektorja še preden so začeli z 
aplikacijo ganciklovira. Učinkovitost transfekcije s TK je bila sicer nizka, vendar je bil delež 
celic s sprejetim vektorjem višji med endotelijskimi celicami v okolici tumorja, kot med 
tumorskimi celicami. Ker se GMC nahajajo v perivaskularnih nišah v bližini žil, ki oskrbujejo 
tumor, bi lahko bili učinki terapije s TK in ganciklovirom posledica delovanja učinkovin na 
matične celice, kar bi pojasnilo pojav terapevtskih učinkov kljub nizki uspešnosti transfekcije. 
Prav tako obstaja možnost, da je omenjena terapija učinkovita zaradi zaviranja angiogeneze 
[22]. 
Glioblastomske celice iz celičnih linij U87, U118 in U251 so občutljive na nekatere 
onkolitične viruse. Če takšen virus vstopi v tumorsko celico in povzroči okužbo, pride do 
apoptoze. Na imunsko oslabljenih miših, ki so jim vsadili glioblastomske celice iz omenjenih 
celičnih linij, so izvedli poskus z oslabljenim virusom ošpic [30]. Virus, ki so ga z injekcijo 
aplicirali neposredno v tumor, je bil genetsko spremenjen tako, da je v okuženih celicah 
sprožil proizvodnjo in izločanje karcinoembrionskega antigena (angl. carcinoembryonic 
antigen – CEA). Merjenje CEA v plazmi je bilo kazalec uspešnosti virusne infekcije. Okužba 
je povzročila hitro nazadovanje tumorja in podaljšanje preživetja poskusnih živali v 
primerjavi s skupino miši, ki so jim vsadili tumorske celice in jih niso okužili z virusom. 
Raven CEA v plazmi je po apliciranju virusa v tumor močno narasla, kar je znak uspešnosti 
okužbe tumorskih celic, po nazadovanju tumorja pa je upadla na raven pred okužbo. Virus ni 
poškodoval zdravega možganskega tkiva. 
Okužba celice, ki vodi v apoptozo, ni edini mehanizem protitumorskega virusnega delovanja. 
Virusi lahko delujejo tudi kot zaviralci encimov, ki sodelujejo v onkogenih signalnih poteh. 
Primer je reovirus, ki zavira encim Ras, ključno komponento signalne poti Ras/MAPK. 
Reovirus sodi v skupino virusov z dvojno vijačnico RNA, ki imajo sposobnost replikacije. 
Okužba z reovirusom ima večje posledice za tumorske celice kot za normalne, saj je v 
tumorskih celicah aktivnost Ras povišana. Pri poskusih na miših z vsajenimi tumorji je 
reovirus po okužbi povzročil lizo tumorskih celic [11]. 
Onkolitične viruse lahko genetsko spremenimo, da delujejo le na celice brez tumorskih 
zaviralcev, saj so take celice bolj maligne. Primer je terapija z mutirano različico adenovirusa, 
ki za razliko od divjega tipa ne nosi zapisa za protein E1B (angl. early region 1B) [11]. Po 
vstopu adenovirusa v celico se E1B izrazi, veže na celični p53 in zavre njegovo aktivnost. 
Zaradi delovanja E1B se lahko adenovirus divjega tipa razmnožuje tudi v celicah, ki izražajo 
p53. Mutirana različica virusa ne more sprožiti izražanja EIB, zato se lahko razmnožuje samo 
v tumorskih celicah brez p53, kar vodi v njihov propad. Terapija s takšnim virusom se je 
izkazala za učinkovito pri miših. 
1.2.8. Ribocimi 
Ribocimi so kratke verige RNA s sposobnostjo katalize kemijskih reakcij. Če jih s pomočjo 




in katalizirali njihovo razgradnjo. Z uporabo retrovirusnega vektorja dosežemo večjo 
selektivnost transfekcije, saj virus lažje vstopa v celice, ki se hitro delijo, kar je značilnost 
tumorskih celic, kot v mirujoče normalne celice. Kljub temu je učinkovitost retrovirusne 
transkefcije nizka. Ribocime so za zdaj preizkusili le in vitro, in sicer so uporabili ribocim, 
usmerjen proti EGFRvIII, ki je značilno zmanjšal proliferacijo celičnih linij GBM [13].  
1.3. Dostava učinkovin v možgane 
V tem poglavju bomo opisali nove dostavne sisteme za dostavo bioloških in genskih 
učinkovin v možgane, saj je penetracija makromolekul v možgansko tkivo zelo otežena zaradi 
krvno-možganske pregrade. Posledica je neučinkovitost takšnih učinkovin zaradi prenizke 
biološke uporabnosti. Posebnost možganov je, da je endotelij možganskih kapilar bistveno 
manj prepusten kot v drugih organih, in sicer zaradi drugačne sestave bazalne lamine. Ta 
pojav opisujemo z izrazom krvno-možganska pregrada (KMP), čeprav ne gre za enotno 
fizično pregrado, temvečza sistem endotelijskih celic s posebno sestavo membran in 
okrepljenimi tesnimi stiki. KMP otežuje prehod snovi iz krvnega obtoka v možganski lumen 
in nasprotno, zato so možgani bolje zaščiteni pred škodljivimi snovmi, ki so absorbirane v 
krvi. Ena od možnih razlag za odsotnost metastaz na oddaljenih organih pri bolnikih z GBM 
je dejstvo, da KMP preprečuje prehod rakavih celic iz možganov v krvni obtok. Po drugi 
strani pa je KMP ovira za dostavo terapevtskih učinkovin proti GBM na njihovo mesto 
delovanja v možgane. KMP ni popolnoma neprehodna ovira, saj mora prepuščati snovi, ki so 
potrebne za oskrbo možganov. Manjše molekule lahko neposredno prehajajo KMP z difuzijo, 
večje pa s pomočjo prenašalcev. Zanimivo je, da lahko rakave celice, ki izvirajo iz tumorjev 
na drugih organih, prehajajo skozi nepoškodovano KMP v možgane in tam tvorijo sekundarne 
tumorje, medtem ko nasproten prehod rakavih celic iz možganov v kri ni mogoč. Mehanizme, 
ki omogočajo prehod celotnih celic skozi KMP, bi lahko izkoristili za dostavo večjih 
terapevtskih učinkovin, kot so npr. protitelesa, in celotnih terapevtskih sistemov kot so npr. 
različne oblike nanodelcev, v katere je vgrajena učinkovina. 
1.3.1. Nanodelci 
V literaturi najdemo opise različnih mehanizmov, ki nanodelcem omogočajo prehod skozi 
KMP. Nanodelci iz fosfolipidnih membran, npr. liposomi in polimersomi, imajo sposobnost 
endocitoze – lahko se zlijejo z bazalno membrano endotelijskih celic v možganskem žilju in 
sprostijo svojo vsebino v možganski lumen na drugi strani membrane. Liposomi so zgrajeni iz 
umetnih fosfolipidnih polimerov, ki se pod ustreznimi pogoji, po razbitju prvotnih celičnih 
membran, združijo v nanodelce, medtem ko so gradniki polimersomov sintetični fosfolipidi s 
podobnimi lastnostmi kot membranski fosfolipidi [31]. S postopkom elektrohidrodinamske 
atomizacije lahko pripravimo biorazgradljive nanodelce, v katere vgradimo protitelo ali drugo 
terapevtsko učinkovino. Tako dosežemo podaljšano sproščanje na mestu delovanja, saj je 
potrebno več kot trideset dni za sprostitev celotnega odmerka iz posameznega nanodelca [32]. 
Prednost take dostave v možgane je večja sprejemljivost za bolnika zaradi manj pogostih 
invazivnih injiciranj v primerjavi s standardno kemoterapijo.  
V diagnostiki lahko uporabimo delce superparamagnetnega železovega oksida, ki se po 




pomagajo lokalizirati tumor. Lahko jih uporabimo tudi kot terapevtsko sredstvo za 
odstranjevanje tumorjev GBM s postopkom toplotne ablacije – uničevanjem tkiva s pomočjo 
toplote, saj pri povišani temperaturi nanodelci železovega oksida katalizirajo radikalske 
reakcije. Prepustnost omenjenih delcev skozi KMP lahko povišamo z njihovim oblaganjem z 
liposomsko ovojnico ali z dodatkom površinsko aktivnih snovi (npr. manitol, tween 80) v 
dostavni medij, saj te snovi povzročijo odpiranje tesnih stikov med celicami na KMP. Če v 
terapiji GBM kombiniramo učinkovine z različnim nabojem, topnostjo ali hidrofobnostjo, 
lahko nastopijo težave zaradi medsebojne nekompatibilnosti učinkovin. Temu se izognemo, 
če delce učinkovin vstavimo v nanocelice s premerom 400 nm in za ciljano dostavo na 
površino nanocelic konjugiramo monoklonska protitelesa, usmerjena proti označevalcem 
tumorskih celic. Ob takem načinu aplikacije pa je efektivni terapevtski odmerek posamezne 
učinkovine približno tisočkrat nižji kot ob konvencionalni aplikaciji proste učinkovine [31]. 
1.3.2. Dostava s pomočjo konvekcije 
Z intrakranialno aplikacijo zaobidemo KMP in dostavimo učinkovino neposredno v možgane. 
Težava pri tem načinu aplikacije nastopi pri uporabi visokomolekularnih učinkovin z nizko 
sposobnostjo difuzije, saj je hitrost difuzije obratno sorazmerna z velikostjo molekule. 
Difuzija monoklonskih protiteles je tako omejena na nekaj milimetrov v okolico mesta 
injekcije. Če visokomolekularne učinkovine ne apliciramo neposredno v tumor, temveč na 
lažje dostopno in od tumorja oddaljeno mesto v možganih, večina molekul učinkovine ne bo 
mogla difundirati do tumorja, zato tam ne bomo dosegli terapevtske koncentracije.  
Distribucijo učinkovine v možganih lahko izboljšamo s postopkom s konvekcijo izboljšane 
dostave (CED), pri katerem uporabimo z učinkovino napolnjen kateter, ki ga vstavimo na 
običajno mesto intrakranialne aplikacije. Kateter je pod pozitivnim tlakom, zato deluje kot 
črpalka, ki programirano sprošča učinkovino v možgane skozi daljše časovno obdobje, 
povišani tlak pa zagotavlja obsežnejšo distribucijo [13]. V kliničnih preizkusih proteinskih 
toksinov, konjugiranih s citokini ali monoklonskimi protitelesi, so z uporabo CED značilno 
povečali delež razpoložljive učinkovine na mestu tumorja v primerjavi z običajno 
intrakranialno aplikacijo [33]. Slabi strani CED sta predvsem invazivnost in neprijetnost za 
bolnika, ki mora ves čas terapije prenašati vstavljeni kateter. 
1.4. Glioblastomske matične celice in njihovi označevalci 
Za GBM so značilni tumorji z nejasnimi mejami, ki segajo v bližino krvnih žil. Področja, kjer 
se tumorske celice stikajo s krvno-žilnim sistemom, se imenujejo perivaskularne niše. V njih 
se nahajajo tumorske celice, ki so nediferencirane, delno pluripotentne in imajo sposobnost 
samoobnavljanja. Prav te lastnosti so značilne za matične celice, zato take tumorske celice 
imenujemo glioblastomske matične celice (GMC) in jih skupaj s podobnimi celicami pri 
drugih vrstah raka uvrščamo med rakave matične celice [3]. Če želimo razlikovati GMC od 
ostalih celic – tako rakavih kot nemalignih – moramo poznati označevalce GMC. To so 
proteini ali geni, ki se diferenčno izražajo v GMC v primerjavi z ostalimi vrstami celic in tkiv 
[34]. V doktorskem delu se bomo ukvarjali z iskanjem in validacijo novih kandidatov za 
označevalce GMC, ki bi jih lahko uporabili komplementarno z obstoječimi uveljavljenimi 




Nobenega proteina še niso dokončno potrdili kot ekskluzivnega označevalca GMC, so pa jih 
veliko že predlagali kot možne označevalce [35], zato bomo v tej nalogi govorili o kandidatih 
za označevalce, ki jih bomo razdelili na uveljavljene in nove kandidate. Izražanje 
označevalcev GMC je lahko v GMC bodisi povišano ali znižano, vendar sodijo vsi najbolj 
reprezentativni uveljavljeni kandidati za označevalce (CD133/PROM1, CD90/THY1, SOX2 
in nestin) v kategorijo povišano izraženih proteinov/genov [34,36]. Te kandidate bomo v 
nadaljevanju uporabljani kot pozitivne kontrole za primerjavo s povišano izraženimi novi 
kandidati, ki jih bo odkrila naša raziskava. Kot reprezentativne uveljavljene kandidate z 
znižanim izražanjem v GBM bomo uporabili gene/proteine PTEN, BMP4, CDKN1A in 
CDKN2A [34].   
Vsak kandidat za označevalca GMC mora izpolnjevati dva temeljna pogoja:  
(1) njegovo izražanje v tumorjih GBM mora biti različno kot v nemalignem možganskem 
tkivu, gliomih nizke stopnje (stopnje II) in oligodendrogliomih vseh stopenj (GBM je 
histološko gledano tumor, ki izvira iz astrocitov – astrocitom stopnje IV);  
(2) njegovo izražanje znotraj tumorja GBM mora biti različno v glioblastomskih matičnih 
celicah kot v nematičnih tumorskih celicah.  
Kot model za glioblastomske matične celice se najpogosteje uporabljajo glioblastomskim 
matičnim celicam podobne celične linije (GMCL) oziroma primarne kulture matičnih celic, ki 
jih pridobimo iz tumorskega tkiva in rastejo v obliki nevrosfer, model za splošne tumorske 
celice pa so konvencionalne glioblastomske celične linije (KGCL) in tumorski vzorci.  
Iz zgoraj omenjenih temeljnih pogojev za označevalce GMC lahko izpeljemo primerjave, ki 
so primerne za izvedbo statističnih testov, s katerimi iščemo diferenčno izražene gene. Teh 
primerjav je sedem:  
(1) GBM proti nemalignemu možganskemu tkivu;  
(2) GBM proti tkivu iz gliomov stopnje II;  
(3) GBM proti tkivu iz oligodendrogliomov;  
(4) GMCL proti navadnemu tkivu iz GBM;  
(5) GMCL proti KGCL;  
(6) nevrosfere iz tumorjev proti navadnemu tkivu iz GBM; 
(7) nevrosfere iz tumorjev proti KGCL.  
Te primerjave bomo v nadaljevanju imenovali relevantne primerjave. Prve tri primerjave se 
nanašajo na razlike med GBM in gliomi nižje stopnje oziroma nemalignim možganskih 
tkivom, preostale štiri primerjave pa znotraj tumorja GBM primerjajo matične celice z 
nematičnimi.  
1.5. Novi kandidati za označevalce GBM 
V doktorskem delu bomo obravnavali pet proteinov, ki so jih člani naše raziskovalne skupine 
ali naši raziskovalni partnerji nedavno prvič izpostavili kot potencialne kandidate za 




ostalimi linijami in tkivi še ni bilo statistično preverjeno na velikih vzorcih iz podatkovnih 
baz. Ti proteini so CD9, FTL, S100A9, β-aktin in TRIM28 (imenovali jih bomo izhodiščni 
kandidati – IK). IK želimo uporabiti kot izhodišče za iskanje skupnih vozlišč v celičnih 
komunikacijskih omrežjih, za katere verjamemo, da nas bodo vodila do novih kandidatov za 
označevalce GMC. V nadaljevanju podrobneje predstavljamo vsakega od njih. 
1.5.1. Protein CD9 
Protein CD9 je membranski protein, ki sodi v družino tetraspaninov – proteinov s štirimi 
prehodi skozi membrano [40]. CD9 se ne izraža v zdravih odraslih možganih, vendar je 
prehodno prisoten med razvojem živčnega sistema. V nemalignih celicah je prisoten 
predvsem na celični površini, v tumorskih celicah pa se lahko izraža tudi v citoplazmi in 
ostalih celičnih predelih [41]. Pri GBM so opazili njegovo izražanje v eksosomih, ki jih 
izločajo tumorske celice [42].  
V večini vrst raka je prekomerno izražanje CD9 v tumorskih celicah povezano z njihovo 
večjo invazivnostjo in zmanjšano apoptozo, kar poveča njihovo odpornost proti kemoterapiji 
[43-45]. Pri akutni B-limfoblastni levkemiji (ABLL) in malignem mezoteliomu se CD9 celo 
omenja kot označevalec rakavih matičnih celic [46,47]. Po drugi strani so ugotovili, da CD9 
pri melanomu in ginekoloških rakih deluje kot tumorski zaviralec, saj njegovo povečano 
izražanje v tumorskih celicah zmanjšuje njihovo invazivnost [48,49].  
Protein CD9 so Podergajs in sodelavci [50] prvič povezali z označevalci GMC v raziskavi, ki 
so jo opravili na Nacionalnem inštitutu za biologijo (NIB) Ljubljana v okviru mednarodnega 
projekta GLIOMA Interreg. V omenjeni raziskavi so s pomočjo sklopljene metode tekočinske 
kromatografije in masne spektrometrije (angl. liquid chromatography – mass spectrometry, 
LC-MS) primerjali proteinske vzorce dveh GMCL, petih vzorcev primarnih kultur sferoidov 
NMC in petih vzorcev primarnih kultur z GMC bogatih sferoidov GBM. Zaradi 
kompleksnosti vzorcev so z omenjeno metodo lahko identificirali le po en odstotek celotnih 
proteomov posameznih skupin celic. Najbolj povišano izražanje v GMCL v primerjavi z 
NMC so tako na proteinski kot genski ravni odkrili pri proteinu CD9, katerega izražanje so v 
nadaljevanju utišali v dveh GMCL. Vplivi utišanja na apoptozo in napredovanje celičnega 
cikla so se razlikovali med obema linijama, kar kaže na heterogenost GMCL. Po drugi strani 
je utišanje CD9 pri obeh linijah zmanjšalo invazivnost celic in njihovo izražanje uveljavljenih 
kandidatov za označevalce GMC (CD133, nestin in SOX2) ter poleg tega pospešilo njihovo 
diferenciacijo. Ti rezultati kažejo, da bi CD9 lahko bil obetaven kandidat za označevalca 
GMC, kar so potrdili tudi Shi in sodelavci [51], ki so ugotovili, da se CD9 v glioblastomu 
preferenčno izraža v GMC. 
1.5.2. Proteina FTL in S100A9 
Na NIB so v sodelovanju s podjetjem Omega d.o.o. in Centrom za funkcijsko genomiko in 
bio-čipe Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani (CFGBC MF UL) opravili še eno 
raziskavo [38,52], v kateri so odkrili povišano izražanje proteinov FTL in S100A9 pri 
bolnikih z GBM. Protein FTL, ki se nahajav citoplazmi vseh vrst celic [53], predstavlja lahko 




Obstajata dve vrsti njegovih podenot: lahka (FTL) z molsko maso 19 kDa in težka (FTH1) z 
molsko maso 21 kDa [54]. FTL je povišano izražen pri raku dojke z agresivnim fenotipom 
[55], znižano pa v primarnem pljučnem karcinomu ploščatih celic [56]. 
Citoplazemski protein S100A9 je vezavni protein za kalcij in cink, ki sodeluje pri vnetnih 
procesih in imunskem odzivu. Spodbuja kemotakso, adhezijo, fagocitozo in degranulacijo 
nevtrofilcev. Spodbujanje fagocitoze nevtrofilcev je povezano s signalno potjo PI3K/Akt, 
spodbujanje degranulacije pa s signalno potjo Ras/MAPK. S to signalno potjo je povezano 
tudi zaviralno delovanje S100A9 na apoptozo nevtrofilcev [57]. Povezanost z mitogenimi 
signalnimi potmi, spodbujanje vnetnih procesov in zaviranje apoptoze so lastnosti, ki so 
pomembne pri razvoju raka in napredovanju tumorjev. S100A9 je povišano izražen pri 
invazivnem raku na dojki [58], adenokarcinomu prostate z visoko stopnjo malignosti [59], 
raku želodca z agresivnim fenotipom [60], pljučnem adenokarcinomu v zadnjem stadiju [61], 
nedrobnoceličnem raku na pljučih (NDCRP) – kjer povišano izražanje sovpada s krajšim 
preživetjem bolnika [62] – in kolorektalnem raku, kjer je omenjeni protein povezan z 
napredovanjem bolezni in metastaziranjem tumorskih celic [63]. 
Povezavo med FTL, S100A9 in GBM so odkrili v raziskavi [38], kjer so z metodo mikromrež 
s protitelesi primerjali plazemske koncentracije 656 proteinov v 17 vzorcih plazme bolnikov z 
GBM in 17 vzorcih plazme zdravih prostovoljcev. Med temi proteini sta samo FTL in 
S100A9 ustrezala vsem merilom za potencialne označevalce GMC: značilno povišano 
izražanje pri bolnikih (p<0,05), od starosti neodvisno izražanje in sovpadanje povišanega 
izražanja s krajšim preživetjem bolnika. Nadaljnja validacija rezultatov proteomske analize še 
ni bila opravljena, prav tako še niso potrdili izražanja FTL in S100A9 v GMCL. 
1.5.3. Proteina β-aktin in TRIM28 
Naslednja kandidata, ki ju bomo obravnavali, sta znotrajcelična proteina β-aktin in TRIM28. 
TRIM28 se nahaja v celičnem jedru, kjer opravlja vlogo korepresorja, ki sodeluje s 
transkripcijskimi faktorji pri utišanju genov [64]. Povišano je izražen pri raku na želodcu, 
melanomu in NDCRP. Pri raku na želodcu je njegovo izražanje, ki je povezano s krajšim 
preživetjem bolnika [65], najbolj povišano v invazivnih tumorskih celicah, ki vdrejo iz 
primarnega tumorja v peritonej in tam metastazirajo. Pri melanomu se TRIM28 poveže v 
kompleks s tumorskim supresorskim proteinom p53, kar povzroči znižanje proapoptotične 
aktivnosti p53, zato je apoptoza tumorskih celic upočasnjena [66]. Pri NDCRP tumorske 
celice z visoko stopnjo izražanja TRIM28 hitreje proliferirajo in metastazirajo, zato je ob 
njihovi prisotnosti v tumorju čas bolnikovega preživetja značilno krajši [67]. Po drugi strani 
TRIM28 zavira proliferacijo tumorskih celic v zgodnjih stadijih adenokarcinoma pljuč [68]. 
β-aktin je citoskeletni protein, ki omogoča celično gibanje [69]. Povišano je izražen v 
melanomu, kolorektalnem raku ter rakih na želodcu in jetrih [70]. Leta 2012 so odkrili 
povišano izražanje β-aktina v tumorskem tkivu, ki so ga odvzeli bolnikom z GBM [71], 
raziskava naše skupine [39] pa je prvič pokazala povišano izražanje β-aktina v GMCL. Že 
prej so opazili, da je v gliomski celični liniji C6 spremenjena znotrajcelična distribucija β-




celic [73], zato se v raziskavah pogosto uporablja kot notranja kontrola (v taki vlogi so ga 
uporabili tudi v raziskavi [50], ki je povezala CD9 z GMC). 
S pomočjo fragmentov H težkoverižnih kamelidnih protiteles VH (VHH), ki jih imenujemo 
tudi nanoprotitelesa, je naša raziskovalna skupina (v sodelovanju z belgijskimi partnerji) prvič 
povezala β-aktin in TRIM28 z GMC [39]. Živali iz družine kamel (Camelidae – predstavniki: 
enogrba in dvogrba kamela, lama, gvanako, vikunja in alpaka) tvorijo poleg običajnih 
dvoverižnih tudi posebna kamelidna protitelesa, ki imajo samo težki verigi, vendar imajo 
kljub temu neokrnjeno sposobnost prepoznavanja antigenov [74]. Fragmenti kamelidnih 
protiteles, ki vsebujejo samo variabilno regijo težke verige, se imenujejo protitelesa VHH in 
predstavljajo najmanjši poznan fragment protiteles z ohranjeno polno sposobnostjo 
prepoznavanja antigenov (velikost 15 kDa) [75,76].  
Naša skupina je iz bakteriofagne knjižnice genskih zapisov za VHH izrazila ustrezne VHH in 
jih preizkusila z metodo encimsko-imunskega testa (angl. enzyme-linked immunosorbent 
assay – ELISA), pri kateri smo uporabili antigene iz glioblastomskih tumorjev, GMCL in 
zdravih možganov. Dve nanoprotitelesi VHH, pri katerih smo zaznali najvišjo vezavo na 
antigene iz tumorjev in celičnih linij GMC v primerjavi z antigeni iz zdravih možganov, smo 
uporabili za nadaljnjo analizo. Ugotovili smo, da se eno od protiteles veže na protein β-aktin, 
drugo pa na protein TRIM28. S prenosom western smo kasneje potrdili izražanje teh dveh 
proteinov v vzorcih glioblastomskih tumorjev in GMCL [39]. 
2. NAMEN DOKTORSKEGA DELA IN POSTAVLJENE HIPOTEZE 
2.1. Namen dela  
- V celičnih komunikacijskih omrežjih smo želeli odkriti skupna vozlišča med izhodiščnimi 
kandidati (IK) (β-aktin, CD9, FTL, S100A9 in TRIM28) in njihovimi interakcijskimi partnerji 
v drugih malignih patologijah, v katerih so IK povišano izraženi. 
- Z bioinformatsko validacijo smo želeli preveriti, ali so geni/proteini, ki so v teh skupnih 
vozliščih, morebitni novi kandidati za označevalce glioblastoma (GBM) ali glioblastomskih 
matičnih celic (GMC).  
- Če je bionformatska validacija pokazala, da so geni/proteini iz skupnih vozlišč obetavni kot 
kandidati za označevalce GBM/GMC, smo eksperimentalno validirali njihovo izražanje v 
GBM na genski in proteinski ravni. 
2.2. Hipoteze 
- Pri vsakem IK obstajajo podobnosti (skupna vozlišča) med interakcijskimi omrežji pri 
različnih malignih patologijah, v katerih se posamezni protein/gen povišano izraža. 
Predpostavljali smo, da so ta skupna vozlišča relevantna tudi za GBM.  
- Predpostavljali smo, da nas bodo omenjena skupna vozlišča pripeljala do novih kandidatov 




3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Iskanje malignih patologij, v katerih so izhodiščni kandidati povišano 
izraženi 
V iskalniku Google Učenjak (https://scholar.google.si, Google, Mountain View, Kalifornija, 
ZDA) smo za vsakega IK uporabili iskanje »ime kandidata, cancer« in pri vsakem iskanju 
preverili prvih 50 zadetkov. Na ta način smo prišli do literature, iz katere smo dobili podatke 
o vseh malignih patologijah, v katerih je določen IK povišano izražen (primerjava bodisi 
bolnik z rakom / zdrava oseba ali maligno tkivo / nemaligno tkivo pri istem bolniku). Ker je 
za vsak IK bilo ugotovljeno povišano izražanje pri GBM, smo pri drugih malignih obolenjih 
upoštevali samo primere povišanega izražanja, ne pa tudi znižanega. 
3.2. Iskanje interakcijskih partnerjev pri posamezni maligni patologiji 
Z iskanjem po besedilu članka, ki omenja povišano izražanje enega od IK pri določeni 
maligni patologiji, smo želeli najti interakcijske partnerje, ki se povezujejo s tem IK. 
Upoštevali smo katerokoli vrsto interakcije. 
3.3. Skupna vozlišča med izhodiščnimi kandidati in njihovimi 
interakcijskimi partnerji 
3.3.1. Proteinska raven 
Za iskanje skupnih vozlišč na proteinski ravni smo uporabili podatkovno zbirko String 
(https://string-db.org, Swiss Institute of Bioinformatics, Lausanne, Švica). Izbrali smo 
možnost »multiple proteins« in v iskalnik vnesli ime določenega IK in njegovega 
interakcijskega partnerja, ki smo ga odkrili z analizo literature. Če smo z iskanjem po 
literaturi odkrili več interakcijskih partnerjev, smo iskanje skupnih vozlišč opravili za vsakega 
partnerja posebej. Pri nastavitvah smo izbrali možnosti »no more than 10 first-shell 
interactors«, v polju »minimum required interaction score« pa možnost »low confidence 
(0.150)«. Podatkovna zbirka String je na osnovi naših nastavitev ustvarila prikaz 
komunikacijske mreže. Z analizo tega prikaza smo prišli do skupnih vozlišč med posameznim 
IK in vsakim od njegovih interakcijskih partnerjev. 
3.3.2. Genska raven 
Za iskanje skupnih vozlišč na genski ravni smo uporabili spletno aplikacijo Biomine Explorer 
(http://biomine.ijs.si, Inštitut Jožef Štefan, Ljubljana, Slovenija). Med podatkovnimi zbirkami, 
ki so na voljo v tej aplikaciji, smo izbrali zbirko human_1_jul_2016 in pri izbiri gostote 
prikazanega omrežja (result network) izbrali možnost »medium«. V polje »source« smo 
vnesli ime določenega IK, v polje »target« pa ime vsakega od interakcijskih partnerjev, ki 
smo jih odkrili s pregledom literature, in pritisnili gumb »search«. Tako smo ustvarili prikaz 
interakcijskega omrežja za vsak par IK – interakcijski partner. Iz posameznega prikaza smo 




3.4. Literaturni podatki o novih kandidatih za označevalce GMC 
Z iskanjem podatkov v literaturi smo želeli preveriti, ali so nove kandidate za označevalce 
GMC, ki smo jih odkrili z metodologijo, opisano v prejšnji točki, že prej povezali z 
glioblastomom. V iskalniku Google Učenjak smo uporabili iskanje »ime novega kandidata, 
glioblastoma« in preverili prvih 20 zadetkov. Kandidate, pri katerih so povezave z GBM že 
opisali v literaturi, smo izločili iz nadaljnje obravnave. 
3.5. Iskanje podatkovnih nizov za bioinformatsko validacijo novih 
kandidatov za označevalce GMC 
Za iskanje podatkovnih nizov, s katerimi bi validirali nove kandidate za označevalce GMC, 
smo uporabili podatkovni zbirki Gene Omnibus Expression (GEO) 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, National Center for Biotechnology Information, 
Bethesda, Maryland, ZDA) in ArrayExpress (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/, European 
Bioinformatics Institute, Hinxton, Velika Britanija). V zbirki GEO smo za iskanje uporabili 
izraz »glioblastoma«, kot filtra pa »homo sapiens« in »DataSets«. V zbirki ArrayExpress smo 
uporabili tri različne izraze: (1) »glioblastoma, grade« s filtri »homo sapiens«, »RNA array« 
in »array assay«; (2) »glioblastoma, stem cells« s filtri »homo sapiens«, »RNA array« in 
»array assay«; ter (3) »glioblastoma, neurospheres« (filtri »homo sapiens«, »RNA array« in 
»array assay«). 
Podatkovni nizi, primerni za uporabo v bioinformatski validaciji novih označevalcev GMC (v 
nadaljevanju jih bomo imenovali ustrezni nizi) so morali izpolnjevati naslednja pogoja: morali 
so omogočati relevantne primerjave (glej Uvod, poglavje 1.4. Glioblastomske matične celice 
in njihovi označevalci) in obe primerjani skupini sta morali vsebovati najmanj po deset 
vzorcev. Mejna vrednost 10 vzorcev na skupino je bila izbrana na osnovi priporočil iz 
literature [77], saj se napovedna moč statistične primerjave med dvema skupinama strmo 
zmanjša, če primerjamo skupine z manj kot 10 vzorci.  
3.6. Zasnova statističnih testov za iskanje diferenčno izraženih genov 
Na osnovi relevantih primerjav za iskanje potencialnih označevalcev GMC (glej Uvod, 
poglavje 1.4. Glioblastomske matične celice in njihovi označevalci) smo zasnovali statistične 
teste, v katerih smo uporabili podatke iz ustreznih podatkovnih nizov in katerih namen je bil 
odkriti diferenčno izražene gene. Vsi testi so bili modificirani t-testi, ki smo jih izvedli s 
programom GEO2R (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, 
ZDA) [78]. Omenjeni program je namenjen analizi podatkov, pridobljenih z mikromrežami, 
in za iskanje diferenčno izraženih genov uporablja t-teste, modificirane s funkcijo eBayes 
(angl. empirical Bayes) za stabilizacijo variance [79] in z Benjamini-Hochbergovim 
popravkom stopnje lažnega odkritja (angl. false discovery rate, FDR) [80]. V primeru, ko tega 
avtorji posameznega niza še niso izvedli, izvede GEO2R normalizacijo podatkov iz 
podatkovnega niza z log2 pretvorbo. 
Za ovrednotenje različnih stopenj diferenčnega izražanja genov smo uporabili p vrednost (s 
popravkov FDR) in logaritem razmerja izražanja gena med testno in kontrolno skupino (angl. 




 4 točke smo podelili genom, ki so imeli lfc>1 in s popravkom FDR korigirana 
vrednost p<0,001 (za podelitev točk sta morala biti izpolnjena oba pogoja);  
 (ii) -4 točke smo podelili genom, ki so imeli lfc<1 in korigirani p<0,001;  
 (iii) 3 točke smo podelili genom, ki so imeli lfc>0 in korigirani p<0,05, niso pa 
izpolnjevali pogojev za 4 točke;  
 (iv) -3 točke smo podelili genom, ki so imeli lfc<0 in korigirani p<0,05, niso pa 
izpolnjevali pogojev za -4 točke;  
 (v) 1 točko smo podelili genom, ki so imeli lfc>0 in nekorigirani p<0,05, niso pa 
izpolnjevali pogojev za 3 točke;  
 (vi) -1 točko smo podelili genom, ki so imeli lfc<0 in nekorigirani p<0,05, niso pa 
izpolnjevali pogojev za -3 točke; 
 (vii) 0 točk so dobili geni, ki so imeli nekorigirani p>0,05 ne glede na njihov lfc. 
3.7. Primerjava rezultatov t-testov med novimi in uveljavljenimi kandidati 
Sistem točkovanja, opisan v zgornjem odstavku, smo uporabili za ovrednotenje rezultatov t-
testov, ki so jih dosegli novi kandidati, reprezentativni uveljavljeni kandidati in pet genov, ki 
smo jih na osnovi podatkov iz literature uporabili kot negativno kontrolo [81-85] – CYC1, 
HPRT1, H3F3A, RPLP0 in EMC7. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili reprezentativne 
uveljavljene kandidate, ki smo jih izbrali na osnovi pregleda literature [34,86]: CD133 
(PROM1), CD90 (THY1), SOX2, nestin (NES) in musashi-1 (MSI-1) so bili izbrani kot 
reprezentativni onkogenski označevalci s povišanim izražanjem v GBM, tumorski supresorski 
geni PTEN, BMP4, CDKN1A in CDKN2A pa kot reprezentativni označevalci z znižanim 
izražanjem. Pri kontrolnih genih nismo pričakovali diferencialnega izražanja v nobeni smeri. 
Ker se pri analizi podatkov, ki izvirajo iz mikromrež, pogosto zgodi, da rezultati za posamezni 
gen manjkajo (najpogosteje zato, ker sonde za ta gen sploh ni bilo na mikromrežni platformi), 
smo uporabili povprečje točk na test (PTNT) kot merilo za primerjavo testnih rezultatov. Pri 
izračunu PTNT za posamezen gen nismo upoštevali testov, kjer so rezultati za ta gen 
manjkali. S primerjavo PTNT novih in obstoječih kandidatov za označevalce GMC smo 
ovrednotili obetavnost novih kandidatov. 
3.8. Iskanje genov, ki so v statističnih testih dosegli najboljši rezultat 
Pogledali smo tudi, kateri geni so v statističnih testih dosegli najboljši rezultat. Tokrat so nas 
zanimali samo geni, ki kodirajo površinske proteine in so povišano izraženi v GBM/GMC, saj 
so povišano izraženi površinski proteini najprimernejše tarče za terapijo GBM z biološkimi 
učinkovinami. Najbolj reprezentativne ustrezne podatkovne nize smo uporabili za selekcijo 
novih kandidatov za označevalce GMC/GBM, vse ostale ustrezne nize pa za validacijo 
kandidatov, ki smo jih identificirali v postopku selekcije. Za določitev najbolj 
reprezentativnih podatkovnih nizov smo razdelili ustrezne nize v dve kategoriji – v prvi 
kategoriji so bili nizi s podatki o gliomih različnih stopenj (vključno z GBM), v drugi pa nizi s 
podatki o nevrosferah in GMCL. Iz vsake kategorije smo za selekcijo izbrali niz, ki je 
omogočal največjo število relevantnih primerjav za iskanje novih označevalcev GBM/GMC. 
Če sta dva niza omogočala enako število primerjav, smo dali prednost nizu s kuriranimi 




obdelava podatkov ter biološka in statistična primerljivost vzorcev [87]. Poleg dveh nizov, ki 
sta (vsak v svoji kategoriji) dosegla najvišjo uvrstitev v omenjenem postopku, smo v fazi 
selekcije uporabili tudi podatkovni niz iz zbirke GLIOMASdb 
(http://cgga.org.cn:9091/gliomasdb/, Beijing Neurosurgical Institute, Peking, Kitajska). Gre 
za novo zbirko, ki temelji na podatkih iz analize tumorskih vzorcev gliomov različnih stopenj 
[88], edini podatkovni niz iz te zbirke pa smo neposredno vključili v postopek selekcije zaradi 
velikega števila vzorcev v nizu (325 vzorcev).  
Vse relevantne primerjave, ki so jih omogočali trije za selekcijo izbrani nizi, smo uporabili za 
statistične teste za iskanje novih kandidatov GMC/GBM. Pri vsakem od teh testov smo 
naredili seznam genov, ki so po našem sistemu točkovanja (glej Zasnova statističnih testov za 
iskanje diferenčno izraženih genov) dobili najvišje število točk (4 točke – geni z lfc>1 in 
p<0,001) in z aplikacijo Draw Venn Diagrams 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/, University of Ghent, Gent, Belgija) 
poiskali gene, ki so bili bodisi na vseh seznamih genov s 4 točkami ali pa so manjkali samo na 
enem, pod pogojem, da so pri testu, kjer niso dobili 4 točk, izpolnili pogoje vsaj za 3 točke 
(lfc>0 in p<0,05). Pri vseh genih, ki so zadostili opisanim pogojem, smo z uporabo 
podatkovne zbirke COMPARTMENTS [89] preverili celično lokacijo in v nadaljnjo 
obravnavo uvrstili samo gene, ki kodirajo proteine, pri katerih je bila po podatkih 
COMPARTMENTS verjetnost lokalizacije na celični membrani zelo visoka ali visoka 
(stopnji 5 in 4 glede na sistem točkovanja v COMPARTMENTS). V nadaljevanju smo z 
iskanjem po literaturi (Google Učenjak, »ime novega kandidata, glioblastoma«, prvih 20 
zadetkov) preverili, ali so nove kandidate že povezali s karcinogenezo GBM. Samo kandidate, 
ki jih s tem še niso povezali, smo uvrstili v bioinformatsko validacijo. 
V postopku bioinformatske validacije smo uporabili statistične teste na osnovi vseh ustreznih 
podatkovnih nizov, ki jih nismo vključili v selekcijo. Za pozitivno kontrolo smo uporabili šest 
uveljavljenih kandidatnih genov, ki kodirajo površinske proteine s povišanim izražanjem v 
GBM/GMC (CD133, CXCR4, MELK, PTCH1, CD9, CD44), za negativno kontrolo pa 
konstitutivno izražene gene CYC1, HPRT1, H3F3A, RPLP0 in EMC7. Negativnih točk nismo 
uporabili – vsi geni, ki bi po sistemu točkovanja (glej poglavje 3.6. Zasnova statističnih testov 
za iskanje diferenčno izraženih genov) dobili negativne točke, so v teh testih prejeli 0 točk. 
Tudi tukaj smo uporabili PTNT za primerjavo testnih rezultatov. 
3.9. Eksperimentalna validacija 
Najboljše nove kandidate glede na rezultate bioinformatske validacije smo validirali tudi 
eksperimentalno z in vitro metodami – kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo z reverzno 
transkriptazo (angl. quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction, qRT-PCR) 
(genska raven), prenosom western in imunofluorescenčnim barvanjem (oboje proteinska 
raven).  
Za eksperimentalno validacijo smo uporabili naslednje celične linije:  




 U87MG in U251MG (konvencionalni glioblastomski celični liniji),  
 NMC (nemaligne nevralne matične celice), 
 primarno kulturo nemalignih človeških astrocitov.  
V nadaljevanju podrobneje opisujemo omenjene celične linije in postopek njihovega gojenja. 
3.9.1. Celične linije in kulture 
Vse celične linije smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in v 5-odstotni atmosferi CO2. Primarne 
človeške astrocite (Ixcells Biotech, San Diego, Kalifornija, ZDA) [90] smo nasadili v posode 
za gojenje celic (TPP, Trasadingen, Švica) in jih gojili v mediju Astrocyte Medium 
(ScienCell, San Diego, Kalifornija, ZDA), ki smo mu dodali penicilin, streptomicin in 
dodatek za astrocite (ScienCell). Posode s celičnimi kulturami smo predhodno obložili s poli-
L-lizinom.  
Človeške nevralne matične celice (NMC), pridobljene iz celične linije človeških embrionalnih 
matičnih celic h9 (ThermoFisher, Waltham, Massachussetts, ZDA) [91], smo gojili v mediju, 
ki je bil derivat Dulbeccovega modificiranega Eaglovega medija (angl. Dulbecco`s modified 
Eagle`s medium, DMEM) – KnockOutTM DMEM/F-12 Basal Medium, ki smo mu dodali 
GlutaMAX, antibiotik (penicilin), antimikotik (streptomicin), 1 mL nevralnega dodatka 
StemPro, 20 ng/mL EGF (ThermoFisher), 20 ng/mL bFGF (vse ThermoFisher) in 1 U/mL 
heparina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, ZDA). 
Celično linijo NCH (ko-kulturo glioblastomskim matičnim celicam podobnih celičnih linij 
NCH644 [92] in NCH421K [93]; oboje CLS, Eppelheim, Nemčija) smo gojili kot sferoide v 
mediju Neurobasal Medium z dodatkom GlutaMAX, antibiotika (penicilin), antimikotika 
(streptomicin), dodatka B-27, 20 ng/mL bFGF, 20 ng/mL EGF (vse ThermoFisher) in 1 U/mL 
heparina (Sigma-Aldrich). 
Konvencionalni glioblastomski celični liniji U87MG (ATCC, Manassas, Virginia, ZDA) [94] 
in U251MG (CLS) [95] smo gojili v mediju DMEM (ThermoFisher) z visoko koncentracijo 
glukoze (4,5 g/L D-glukoze) in ob dodatku 10 % fetalnega govejega seruma (angl. fetal 
bovine serum, FBS), 2 mM L-glutamina, antibiotika (penicilin) in antimikotika (streptomicin) 
(vse ThermoFisher). 
3.9.2. Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo z reverzno transkriptazo (qRT-PCR) 
Z reagentom TRI (Sigma-Aldrich) smo izolirali mRNA iz celičnih linij NCH, U251MG, 
U87MG, NSC in astrocitov. Koncentracije smo izmerili z napravo NanoDrop ND-1000 
(NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware, ZDA), čistost pa z merjenjem razmerij 
absorbanc A260/A280 and A260/A230. Pred transkripcijo smo po 2 µg mRNA iz vsakega vzorca 
obdelali z rekombinantno DNAzo RNase-free DNase recombinant I (Roche, Basel, Švica) 15 
minut pri 30°C in 10 min pri 75°C. 
Transkripcijo smo izvedli z napravo Transcriptor Universal cDNA Master (Roche) 5 minut 
pri 25°C, 10 minut pri 55°C in 5 minut pri 85°C. qRT-PCR smo izvedli na platformi Roche 




dveh ločenih nizih, v prvem smo kot negativno kontrolo uporabili NSC, v drugem pa 
astrocite. Skupni reakcijski volumen je znašal 5 µL/vdolbino in je vseboval 0,75 µL cDNA, 
2,5 µL 2x LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche), po 0,3 µL vsakega 2,5 µM 
oligonukleotidnega začetnika in 1,15 µL destilirane H2O.  
Uporabili smo naslednji toplotni cikel:  
 10 s pri 95°C (predinkubacija),  
 20 s pri 60°C in 20 s pri 72°C (kroženje) za 45 ciklov,  
 5 s pri 95°C in 1 min kontinuirano pri 65°C (talilna krivulja),  
 30 s pri 4°C (ohlajanje).  
Kot negativno kontrolo smo na osnovi literaturnih podatkov [83] uporabili gena RPL13A in 
CYC1. S pomočjo spletnega orodja PrimerBank (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/, 
Harvard Medical School, Boston, Massachussetts, ZDA) [96] smo določili zaporedja 
oligonukleotidnih začetnikov, ki sno jih uporabili v našem poskusu (F – smerni (angl. 
forward), R – protismerni (angl. reverse)):  
 Za gen RPL13A (kontrola):  
o F: CCT GGA GGA GAA GAG GAA AGA GA,  
o R: TTG AGG ACC TCT GTG TAT TTG TCA A,  
 Za gen CYC1 (kontrola):  
o F: GAG GTG GAG GTT CAA GAC GG,  
o R: TAG CTC GCA CGA TGT AGC TG,  
 Za gen FREM2:  
o F: TGA GCC AAC TGT GTT TAT TC,  
o R: GTA TAA CAG ACC ACC ATC AAC, 
 Za gen SPRY1:  
o F: CTT TGC ATT AGG ATT TCA GAT G,  
o R: GGA TCA CAA CTA ACG AAC TG.  
Učinkovitost vseh parov oligonukleotidnih začetnikov smo določili z metodo standardne 
krivulje s skupno cDNA. Relativno kvantifikacijo smo izvedli kot je opisano v Vandesompele 
et al. [97]. 
Za statistično analizo smo uporabili program GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La 
Jolla, Kalifornija, ZDA). Kjer porazdelitev vrednosti ni sledila Gaussovi krivulji, smo za 
statistično primerjavo več kot dveh skupin glede na relativno izraženost mRNA uporabili 
Kruskal-Wallisov test [98] in Dunnov test množičnih primerjav [99]: 
 za FREM2 in SPRY1: “NCH proti U251MG proti U87MG proti NMC”,  




Kjer je porazdelitev sledila Gaussovi krivulji, smo za primerjavo relativne izraženosti mRNA 
uporabili enosmerno analizo variance (angl. one-way analysis of variance, ONE-way 
ANOVA) [100]:  
 samo za SPRY1: “NCH proti U251MG proti U87MG proti ASTROCITI”.   
Za statistično primerjavo dveh skupin, pri katerih porazdelitev vrednosti ni sledila Gaussovi 
krivulji, smo uporabili Mann-Whitneyev test:  
 “NCH/U251MG/U87MG proti ASTROCITI” (FREM2),  
 “NCH/U251MG/U87MG proti NMC” (SPRY1),  
 “NCH proti U251MG/U87MG” (FREM2),  
 “NCH proti NMC” (SPRY1), 
 “NCH proti ASTROCITI” (FREM2).  
Kjer je porazdelitev vrednosti sledila Gaussovi krivulji, smo za primerjavo dveh skupin 
uporabili neparni Studentov t-test:  
 “NCH/U251MG/U87MG proti ASTROCITI” (SPRY1),  
 “NCH/U251MG/U87MG proti NMC” (FREM2),  
 “NCH proti U251MG/U87MG” (SPRY1/FREM2),  
 “NCH proti ASTROCITI” (SPRY1), 
 “NCH proti NMC” (FREM2).   
V vseh primerih so vrednosti p<0,05 veljale za statistično značilne (*: p<0,05, **: p<0,01, 
***: p<0,001, ****: p<0,0001). 
Za odstranitev osamelcev smo uporabili orodje 'Identify outliers', ki je dostopno v programski 
opremi GraphPad Prism 6 (http://www.graphpad.com, GraphPad Software) med možnostmi 
za analizo stolpcev. Program uporablja metodo ROUT, ki temelji na verjetnosti napake 
lažnega odkritja (FDR) pri določanju osamelcev in je priporočena metoda za ostranitev enega 
ali več osamelcev. Vrednost Q, ki določa najvišjo še dopustno napako FDR, smo nastavili na 
1 odstotek, kar pomeni, da je toliko znašala verjetnost napačne določitve osamelca. V grafih, 
ki smo jih izrisali s programom Graph Pad Prism 6, so prikazane vse vrednosti posameznih 
meritev, tudi tiste, ki smo jih z metodo ROUT prepoznali kot osamelce, vendar smo omenjene 
vrednosti izključili iz statistične analize (neparni t-testi, ONE-way ANOVA ter Mann-
Whitneyevi in Kruskal-Wallisovi testi).  
3.9.3. Imunofluorescenčno barvanje 
6x10
4
 celic U251MG (CLS) smo nasadili na krovna stekelca in inkubirali 24 h pri 37°C in 5% 
CO2. 1x10
5
 U87MG celic (ATCC) in 1x10
5
 astrocitov (Ixcells Biotech) smo nasadili na 
krovna stekelca, ki smo jih predhodno obložili s poly-D-Lys (Sigma-Aldrich) in inkubirali 48 
h pri 37°C in 5% CO2. Celice smo po inkubaciji trikrat sprali in fiksirali v 4% formaldehidu 
15 min prisobni temperaturi. Fiksativ smo odstranili s trikratnim spiranjem po 10 min z 




0,1% reagentom Triton X-100 in jih inkubirali 1 uro v 1% govejem serumskem albuminu 
(angl. bovine serum albumin, BSA). Po odstranitvi pufra za blokado smo dodali protitelesa 
proti FREM2 (SAB3500517, proizvedena v kuncih; Sigma-Aldrich) v redčitvi 1:30 in 
protitelesa proti SPRY1 (WH0010252M1, proizvedena v miših; Sigma-Aldrich) v redčitvi 
1:25. Celice smo inkubirali čez noč pri 4°C, jih nato trikrat spirali po 10 min s PBS in 
inkubirali eno uro prisobni temperaturi s proti-kunčjimi (redčitev 1:250; SAB4600399, 
Sigma-Aldrich) in proti-mišjimi (redčitev 1:250; SAB4600396, Sigma-Aldrich) sekundarnimi 
protitelesi. Celice smo ponovno spirali s PBS trikrat po 10 min in jih v nadaljevanju obarvali s 
300 nM 4',6-diamidino-2-fenilindola (angl. 4',6-diamidino-2-phenylindole, DAPI), ponovno 
spirali trikrat po 10 min s PBS in jih nato fiksirali v preparate s ProLong Glass Antifade 
(ThermoFisher). Za pridobitev slik smo uporabili mikroskop Axio Imager M2 (Zeiss, 
Oberkochen, Nemčija), opremljen s programsko opremo ZEN. Slike smo analizirali s 
programom ImageJ [101]. 
 
3.9.4. Analiza s prenosom western 
Izražanje FREM2 in SPRY1 na proteinski ravni v celičnih linijah NCH, U87MG, U251MG, 
NSC in astrocitih smo analizirali z metodo prenosa western. Iz vseh gojenih celičnih linij smo 
izolirali proteine s komercialno dostopnim kompletom ProteoExtract
®
 Transmembrane 
Protein Extraction Kit (Merck, Darmstadt, Nemčija) in jim določili koncentracijo s poskusom 
BCA. Približno 20 µg proteinskega lizata smo denaturirali v 2% natrijevem dodecilsulfatu 
(angl. sodium dodecylsulfate, SDS), 60 mM ditiotreitolu, 60 mM Tris-klorovodikovi kislini 
(Tris-HCl, pH 6,8) in 0,1% bromfenolnem modrem ter nanesli na gel NuPAGE z dodatkom 4-
12% Tris-glicina. Po poliakrilamidni gelski elektroforezi (PAGE) z dodatkom SDS (SDS-
PAGE) smo prenesli proteine na membrane iz polivinildidenfluorida (PVDF). Membrane smo 
obarvali z barvilom Ponceau S, ki obarva vse proteine na membrani. Rezultate smo 
kvantificirali s programsko opremo Multi Gauge, različica 3.2 (Fuji, Tokio, Japonska).  
Membrane iz PVDF smo blokirali 1 uro pri sobni temperaturi v PBS z dodatkom 5% 
nemastnega mleka v prahu in inkubirali čez noč pri 4 °C v 1% PBS-mleku, kateremu smo 
dodali primarno protitelo:  
 kunčje poliklonalno protitelo proti FREM2, redčitev 1:500, Novus Biologicals, 
Littleton, Colorado, ZDA;  
 mišje poliklonalno protitelo proti SPRY1, redčitev 1:500, Sigma-Aldrich.  
Membrane smo sprali z 0,1% PBS-Tween, inkubirali s sekundarnimi protitelesi (proti-mišja 
ali proti-kunčja protitelesa IgG, konjugirana s hrenovo peroksidazo, redčitev 1:5000, Sigma-
Aldrich) eno uro pri 4 °C in potem ponovno sprali z 0,1% PBS-Tween. Na membrane smo 
nanesli reagent SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher), 
vizualizirali proteinske lise s kamero LAS-4000 CCD (Fuji) in jih analizirali s programsko 
opremo Multi Gauge 3.2 (Fuji). Vse poskuse smo izvedli v triplikatih. Za vse spremenljivke 




metodo analize variance (ONE-way ANOVA), ki ji je sledil Dunnov test množičnih 
primerjav. Vrednosti p<0,05 smo šteli kot pokazatelj statistično značilnih razlik. 
4.REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. Iskanje malignih patologij s povišanim izražanjem izhodiščnih 
kandidatov in iskanje interakcijskih partnerjev izhodiščnih kandidatov 
Rezultati iskanja z Google Učenjakom po literaturi so povzeti v Preglednici 1. Našli smo 16 
interakcijskih partnerjev pri 10 različnih malignih obolenjih. 
4.2. Skupna vozlišča med IK in njihovimi interakcijskimi partnerji ter 
literaturni podatki o skupnih vozliščih 
Z analizo omrežij, ki smo jih ustvarili s pomočjo podatkov iz zbirk String (33 vozlišč) in 
Biomine (49 vozlišč), smo našli skupaj 82 skupnih vozlišč med izhodiščnimi kandidati in 
njihovmi interakcijskimi partnerji (Preglednica 2). Pri pregledu literature smo za 59 vozlišč 
ugotovili, da predstavljajo kandidate, ki so jih že povezali s karcinogenezo GBM (v 
Preglednici 2 označeni z rdečim tiskom). V nadaljnjo obravnavo smo tako uvrstili le 
preostalih 23 kandidatov, za katere v literaturi nismo našli povezav s karcinogenezo GBM (v 
Preglednici 2 v zelenem tisku). Potrdili smo hipotezo, da v omrežjih IK pri različnih malignih 
patologijah obstajajo skupna vozlišča, ki so relevantna tudi za GBM. Po drugi strani pa smo 
za tri četrtine takšnih skupnih vozlišč ugotovili, da predstavljajo gene/proteine z že znano 
vlogo v karcinogenezi GBM. 
4.3. Iskanje podatkovnih nizov za bioinformatsko validacijo novih 
kandidatov za označevalce glioblastomskih matičnih celic 
Podatkovne nize smo iskali v podatkovnih zbirkah GEO in ArrayExpress (Preglednica 3). V 
zbirki GEO smo z uporabo iskalnega pojma »glioblastoma« s filtroma »homo sapiens« in 
»DataSets« našli štiri ustrezne podatkovne nize: GSE4290/GDS1962, GSE23806/GDS3885, 
GSE4412/GDS1975in GSE4412/GDS1976. V zbirki ArrayExpress smo z uporabo iskalnega 
pojma »glioblastoma, grade« s filtri »homo sapiens«, »RNA assay«, in »array assay« prišli do 
treh ustreznih podatkovnih nizov (E-GEOD-52009, E-GEOD-68848 in E-GEOD-16011) in z 
uporabo iskalnega pojma »glioblastoma, stem cells« (z enakimi filtri) do dveh ustreznih 
podatkovnih nizov (E-GEOD-4536 in E-GEOD-74571), medtem ko iskanje z iskalnim 
pojmom »glioblastoma, neurospheres« (enaki filtri) ni dalo ustreznih rezultatov. 
4.4. Rezultati statističnih testov ter primerjava z uveljavljenimi kandidati za 
označevalce glioblastomskih matičnih celic in kontrolnimi geni 
Tabela 4 predstavlja rezultate statističnih testov, s katerimi smo bioinformatsko validiralih 23 
potencialnih novih kandidatov za označevalce GMC/GBM, do katerih smo prišli z analizo 
omrežij (skupna vozlišča – glej Preglednico 2) in ki jih še niso povezali s karcinogenezo 
GBM. Ti kandidati so v Preglednici 4 izpisani z zeleno barvo, medtem ko so z rdečo zapisani 
uveljavljeni kandidati s povišanim izražanjem v GBM/GMC, z modro pa uveljavljeni 




kontrolni geni. Katere gene smo izbrali kot reprezentativne uveljavljene kandidate in 
konstitutivno izražene kontrolne gene, je opisano v poglavju 3.7. Primerjava rezultatov t-
testov med novimi in uveljavljenimi kandidati. 
Med konstitutivno izraženimi kontrolnimi geni so vsi dosegli pričakovano povprečje točk na 
test (PTNT – glej poglavje 3.6. zasnova statističnih testov za iskanje diferenčno izraženih 
genov) in sicer med -1 in 1, medtem ko sta med uveljavljenimi nižje izraženimi geni samo 
PTEN in BMP4 imela pričakovan PTNT (-1,5 ali manj), CDKN1A pa je dosegel PTNT, ki bi 
ga bolj pričakovali od označevalcev s povišanim izražanjem v GBM/GMC (1,5 ali več). 
Takšen PTNT so dosegli ali približno dosegli tudi uveljavljeni kandidati s povišanim 
izražanjem - CD133, SOX2, nestin (NES) in MSI1, medtem ko CD90, ki so ga predlagali kot 
alternativo za CD133 [86], ni dosegel pričakovanega rezultata. 
Med novimi kandidati sta samo CCT2 in RUVBL1 dosegla standard za označevalce s 
povišanim izražanjem v GBM/GMC (PTNT 1,5 ali več), BST1 pa se mu je zelo približal. Za 
vse tri gene je bilo značilno neenakomerno izražanje med skupinami vzorcev, saj pri RUVBL1 
in CCT2 nismo zaznali statistično značilno povišanega izražanja v nobeni od primerjav 
GMCL proti KGCL, BST1 pa se ni značilno povišano izražal v nobeni od primerjav med 
nevrosferami in KGCL, prav ta dva tipa primerjav (GMCL proti KGCL in nevrosfere proti 
KGCL) pa sta bistvena za iskanje označevalcev GBM, ki so hkrati tudi specifični označevalci 
GMC. Zato smo se odločili, da genov BST1, CCT2 in RUVBL1 ne bomo eksperimentalno 
validirali, temvečbomo raje poiskali gene, ki so v statističnih testih med vsemi geni dosegli 
najboljše rezultate v smislu konsistentno značilno povišanega izražanja v GBM/GMC v 
različnih skupinah vzorcev. 
4.5. Iskanje genov, ki so v statističnih testih dosegli najboljši rezultat 
4.5.1. Izbira podatkovnih nizov in zasnova statističnih testov 
V tej fazi smo v izbiro podatkovnih nizov vključili tudi podatkovno zbirko GLIOMASdb, ki 
vsebuje samo en podatkovni niz (glej točko 3.8., Iskanje genov, ki so v statističnih testih 
dosegli najboljši rezultat) Ta podatkovni niz smo zaradi velikosti (325 vzorcev) neposredno 
izbrali za selekcijo novih kandidatov za označevalce GBM/GMC, med preostalimi nizi (glej 
Preglednico 3) pa smo izbrali dva najboljša – takšna, ki sta vsebovala kurirane podatke in 
omogočala čimveč primerjav, relevantnih za izbiro novih kandidatov za označevalce 
GBM/GMC. To sta bila podatkovna niza GSE4290/GDS1962 in GSE23806/GDS3885 
(Preglednica 5). Vse preostale podatkovne nize iz poglavja 4.3. (Iskanje podatkovnih nizov za 
bioinformatsko validacijo novih kandidatov za označevalce glioblastomskih matičnih celic), 
ki jih nismo vključili v fazo selekcije, smo uporabili za bioinformatsko validacijo novih 
kandidatov za označevalce GBM/GMC, do katerih smo prišli v fazi selekcije.  
Na osnovi treh za selekcijo izbranih podatkovnih nizov (GSE4290/GDS1962, 
GSE23806/GDS3885 in GLIOMASdb) smo izvedli osem statističnih primerjav v obliki 
neparnih Studentovih t-testov, katerih cilj je bil identificirati nove kandidate za označevalce 
GBM/GMC. Povzetek zasnove omenjenih testov je podan v Preglednici 6. Z uporabo enakih 




(GSE4412/GDS1975, GSE4412/GDS1976, E-GEOD-52009, E-GEOD-68848, E-GEOD-
16011, E-GEOD-4536, in E-GEOD-74571) izvedli 13 validacijskih testov za bioinformatsko 
validacijo kandidatov, ki smo jih izpostavili v fazi selekcije (Tabela 6). 
4.5.2. Rezultati selekcijskega postopka 
V Preglednici 7 je naštetih deset genov, ki so v osmih selekcijskih testih (Preglednica 6) 
skupno dosegli najboljši rezultat. Selekcijo smo izvedli na osnovi vrednosti p s popravkom za 
napako lažnega odkritja (FDR) in mejno vrednostjo p=0,001, ter log2 razmerja povprečne 
izraženosti gena med testno in kontrolno skupino (log change ali lfc; lfc je moral biti večji od 
1). Med desetimi najboljšimi geni so trije (med njimi eden, ki kodira površinski protein – 
CD276) izpolnili te zahteve v vseh osmih statističnih testih. Poleg tega je sedem drugih genov 
izpolnilo zahteve v sedmih od osmih testov – med temi geni so bili trije (SPRY1, FREM2 in 
SLC47A1) takšni, ki kodirajo površinske proteine. Vsi ti trije geni so v edinem testu, kjer niso 
zadostili zahtevam za vrednost p in lfc (p<0,001 in lfc>1), dosegli vsaj p<0,05 in lfc>0, torej 
je bila njihova izraženost v testni skupini višja kot v kontrolni (lfc>0), razlika v izraženosti pa 
je bila statistično značilna ob upoštevanju konvencionalno postavljene meje značilnosti pri 
p=0,05. Zato smo gene FREM2, SPRY1 in SLC47A vključili poleg CD276 v nadaljnjo 
obravnavo. 
4.5.3. Bioinformatska validacija najboljših kandidatov 
V fazi bioinformatske validacije najboljših kandidatov za označevalce GBM/GMC (geni 
CD276,  SPRY1, FREM2 in SLC47A1) smo najprej preverili relevantnost selekcijskih testov. 
S tem namenom smo pogledali, kakšne rezultate so v omenjenih testih dosegli uveljavljeni 
kandidati za označevalce GBM/GMC, ki kodirajo površinske proteine in naj bi bili glede na 
podatke v literaturi povišano izraženi v GBM/GMC. Ti označevalci so geni CD133 (znan tudi 
kot PROM1), CXCR4, MELK, PTCH1, CD9 in CD44. Za negativno kontrolo smo, na osnovi 
literaturnih podatkov o njihovem izražanju v gliomih, uporabili konstitutivno izražene gene 
CYC1, HPRT1, H3F3A, RPLP0 in EMC7. Za ovrednotenje rezultatov smo uporabili sistem 
točkovanja, ki ga podrobneje opisujemo v poglavju 3.7. Primerjava rezultatov t-testov med 
novimi in uveljavljenimi kandidati. Število točk – na lestvici od štirih do nič točk – 
predstavlja različne stopnje statistično značilne povišane izraženosti. Štiri točke pomenijo 
najvišjo stopnjo povišane izraženosti (p<0,001 in lfc>1), nič točk pa smo podelili genom, ki 
so bili bodisi znižano izraženi v testni skupini (lfc<0) ali pa je bila povišana izraženost 
statistično neznačilna (p>0,05), tudi če nismo upoštevali popravka FDR. Ker v nekaterih 
podatkovnih nizih ni bilo podatkov za določene gene, smo kot merilo za medsebojno 
primerjavo upoštevali povprečje točk na test (PTNT). 
Rezultati selekcije (Preglednica 8, leva stran) so pokazali, da je vseh šest uveljavljenih 
kandidatov v večini statističnih testov doseglo vsaj 3,0 točke in da je bilo povprečno število 
točk na test pri petih od šestih uveljavljenih kandidatov (pri vseh, razen PTCH1) večje od 2,0. 
Ti rezultati kažejo, da so bili naši statistični testi zasnovani tako, da so uspeli pokazati 
povišano izraženost v GBM/GMC pri uveljavljenih kandidatih, za katere v literaturi obstajajo 
podatki o njihovi povišani izraženosti v GBM/GMC. Pri konstitutivno izraženih genih so 




HPRT1, ki se v literaturi omenja kot univerzalno zanesljivi gen za negativno kontrolo v 
transkriptomskih analizah pri vseh vrstah rakavih obolenj [81], je imel PTNT enak 1,0.  
V naslednjem koraku smo bioinformatsko validirali štiri kandidate za označevalce 
GBM/GMC, ki smo jih identificirali v fazi selekcije. V ta namen smo uporabili 13 
validacijskih testov na osnovi sedmih neodvisnih podatkovnih nizov (Preglednica 6). 
Validacijske teste smo zasnovali tako, da so primerjali enake tipe skupin kot selekcijski testi, 
le da so bili podatki iz drugih podatkovnih nizov. Tudi v validacijskih testih smo za 
ovrednotenje različnih stopenj povišane izraženosti genov uporabili sistem točkovanja, kot 
smo ga opisali v poglavju Materiali in metode. Za pozitivno kontrolo smo uporabili zgoraj 
omenjene uveljavljene označevalce (CD133, CXCR4, MELK, PTCH1, CD9 in CD44), za 
negativno kontrolo pa zgoraj omenjene konstitutivno izražene gene (CYC1, HPRT1, H3F3A, 
RPLP0 in EMC7). Rezultati validacijskih testov so predstavljeni na desni strani Preglednice 8. 
Med vsemi 15 geni, vključenimi v primerjavo, je imel najvišje povprečje točk na test FREM2 
(3,250), vendar je imel tudi največje število testov z manjkajočimi rezultati (5/13), saj sonda 
za ta gen ni prisotna na vseh platformah, ki se uporabljajo v poskusih z mikromrežami. Na 
drugo mesto med vsemi geni se je uvrstil CD276, ki je imel le malenkost nižje povprečje točk 
(3,167) kot FREM2 in samo en test z manjkajočimi rezultati. Vsi štirje novi kandidati za 
označevalce GBM/GMC (CD276, FREM2, SPRY1 in SLC47A1) so dosegli višje povprečje 
točk na test kot katerikoli od uveljavljenih kandidatov. Najslabši rezultat med uveljavljenimi 
kandidati je dosegel PTCH1, ki je imel PTNT 0,615, kar je manj od PTNT pri vsakem 
konstitutivno izraženem kontrolnem genu, razen EMC7, ki je imel PTNT še nižji (0,545). Dva 
konstitutivno izražena gena (H3F3A in RPLP0) sta dosegla PTNT, ki je bil enak ali višji od 
1,0, vendar je to še vedno opazno manj od PTNT pri CD133 (1,917), ki je bil – za osamelcem 
PTCH1 – drugi najnižje uvrščeni uveljavljeni kandidat. Vsi novi kandidati in vsi uveljavljeni 
kandidati, razen PTCH1 so dosegli podobna povprečja točk kot v selekcijskih testih. To 
dokazuje, da rezultati selekcijskih testov niso bili odvisni od izbire točno določenih 
podatkovnih nizov. 
4.6. Pregled literature o novih kandidatih za označevalce 
Kratek pregled relevantne literature (Preglednica 7) je pokazal, da so CD276 že povezali z 
GBM [102,103], medtem ko za preostale tri kandidate (FREM2, SPRY1 in SLC47A1) v 
literaturi še ni nobenih podatkov o neposredni povezanosti z glioblastomom. Ker je imel 
SLC47A1 najnižji PTNT med novimi kandidati (Preglednica 8), ga nismo uvrstili v postopke 
eksperimentalne validacije. V to fazo smo torej uvrstili kandidata SPRY1 in FREM2. Pred 
izvedbo eksperimentov smo podrobno preverili literaturo in poiskali vse podatke o 
povezanosti teh dveh kandidatov z različnimi boleznimi. Imena kandidatov so v poševnem 
tisku, če se navedba v literaturi nanaša na gensko raven, oziroma v pokončnem tisku v 
primeru navedb na proteinski ravni. 
Za protein FREM2 je značilno izražanje v embrionalnih tkivih. Običajno se nahaja v različnih 
epitelijih in zunajceličnem matriksu, v manjši meri pa se izraža tudi v citosolu in 




kjer se sintetizirajo proteini. Med celicami in tkivi, kjer se pojavlja mRNA za FREM2, so med 
drugim tudi embrionalne nevralne matične celice (NMC), iz katerih se z diferenciacijo 
razvijejo celice različnih področij možganov in hrbtenjače [104]. Po drugi strani nismo našli 
literaturnih podatkov, ki bi omenjali detekcijo FREM2 v NMC v možganih pri odraslih. 
FREM2 je vpleten v številne biološke procese, pomembne za razvoj embria, med katerimi so 
najpomembnejši oblikovanje epitelijev, pritrjevanje celic in medcelično sporazumevanje ter 
razvoj srčnega tkiva in notranjega ušesa. Mutacije FREM2 so povezali z nekaterimi 
prirojenimi motnjami kot sta Fraserjev sindrom [105] in rojstvo z eno samo ledvico [106]. Po 
podatkih iz podatkovne zbirke GeneCards [104] so zasledili nizko stopnjo izražanja FREM2 v 
celični liniji Ga-MG, eni od konvencionalnih glioblastomskih celičnih linij. 
SPRY1 je protein, pri katerem je celična lokacija odvisna od celične aktivacije preko 
epidermalnega rastnega dejavnika (EGF). Če v celici ni spodbujevanja preko EGF, se SPRY1 
večinoma nahaja v citoplazmi, če pa je takšna spodbuda prisotna, pa SPRY1 migrira na 
zunanji rob celične membrane in se tam zasidra kot periferni membranski protein. Po 
literaturnih podatkih SPRY1 zavira diferenciacijo mišjih NMC v nevrone, torej verjetno 
deluje na podoben način v možganih človeških zarodkov, v katerih so že dokazali njegovo 
izražanje [107]. Literatura ne omenja izražanja SPRY1 v NMC v odraslih možganih [108]. 
SPRY1 igra patološko vlogo v nemalignem Legiusovem sindromu – stanju, podobnem 
nevrofibromatozi – in nekaterih rakavih obolenjih, na primer adenokarcinomu nadledvične 
skorje, raku prostate in rabdomiosarkomu [108,109], kjer so dokazali tudi prisotnost SPRY1 v 
rakavih matičnih celicah [109]. 
Nekatere raziskave so že na kratko omenile FREM2 in SPRY1 (oziroma druge člane družine 
Sprouty) v povezavi z GBM, vendar se ni nobena od teh raziskav osredotočila nanje kot nove 
označevalce GBM/GMC. Ivliev et al. [110] so identificirali amplifikacijo gena za EGFR kot 
del genetskega podpisa pri gliomu in kot verjetni razlog amplifikacije predlagali deregulacijo 
signalne poti EGF/EGFR zaradi delovanja genov iz družine Sprouty. Ker je SPRY1 član te 
družine, bi lahko bil vpleten skupaj z ostalimi sorodnimi geni v karcinogenezo glioma. Pri 
FREM2 so prav tako opisali amplifikacijo v gliosarkomu [111], mešanem tumorju, 
sestavljenem iz glioblastomu podobne glialne komponente in sarkomu podobne mezenhimske 
komponente. Mezenhimski del tumorja vsebuje glialne celice, ki so z mutacijo pridobile 
mezenhimske lastnosti. Amplifikacija FREM2 je del genetskega podpisa teh celic in bi lahko 
bila vzročno povezana s transformacijo glialnih celičnih značilnosti v mezenhimske [111]. 
Raziskava Forte et al. [112] omenja SPRY1 med množico genov, ki se povišano izražajo v 
nediferenciranih, iz glioblastoma pridobljenih nevrosferah v primerjavi s primarnimi 
kulturami, pridobljenimi z diferenciacijo glioblastomskih celic. V nepovezani raziskavi Aldaz 
et al. [113] so opazili povišano izraženost SPRY1 na proteinski ravni v nediferenciranih 
celicah v primerjavi s celicami, ki so šle skozi štiridnevni proces diferenciacije. Izražanje 
proteina SPRY1 se je znižalo v nediferenciranih celicah, v katere so vnesli mikroRNA-21 
(miR-21) – majhno nekodirajočo RNA, ki naj bi delovala kot tumorski zaviralec. V omenjeni 
raziskavi so eksperimentalno potrdili, da je v tem primeru mehanizem v ozadju znižane 




Berezovsky et al. [114] so izvedli raziskavo, v kateri so preprečili izražanje proteina Sox2 v 
različnih vrstah celic in preučili razlike v transkriptomih med celicami divjega tipa (ki so 
izražale Sox2) in celicami, ki tega proteina niso izražale. Opazili so znižano izražanje FREM2 
v Sox2-negativnih glioblastomskih nevrosferah in znižano izražanje SPRY1 v Sox2-
negativnih diferenciranih glioblastomskih celicah. Pred kratkim so Okawa et al. [115] 
analizirali celične proteome in sestavo proteinov, ki jih celice izločajo v zunajcelični matriks 
(t.i. sekretom) za NMC in celice štirih glioblastomskim matičnim celicam podobnih celičnih 
linij (GMCL). FREM2 je bil v tej raziskavi med 447 proteini, ki se diferenčno izražajo med 
proteomi NMC in GMCL, ter med 138 proteini, ki se diferenčno izražajo med sekretomi 
NMC in GMCL. Po drugi strani ta raziskava ni razkrila, ali je bilo diferenčno izražanje 
FREM2 v smeri povišanega ali znižanega izražanja v GMC. Pri SPRY1 niso opazili nobene 
značilne razlike v izraženosti med proteomi NMC in GMCL, medtem ko izražanja  SPRY1 v 
sekretomih sploh niso mogli zaznati. 
SPRY2 – gen iz družine Sprouty, ki je soroden, vendar ne identičen SPRY1 – so že predlagali 
za splošnega označevalca glioblastomskih celic in kot potencialno terapevtsko tarčo [116]. 
SPRY2 je znan kot regulator onkogenih receptorskih tirozinskih kinaz (RTK), vpletenih v 
signalne procese za uravnavanje tumorigenosti in preživetja glioblastomskih celic. Analiza 
glioblastomskih vzorcev [116] je potrdila izražanje SPRY2 na proteinski ravni v tumorskih 
tkivih in pokazala povišano izraženost SPRY2 v glioblastomskih tumorjih, v katerih se je 
izražal EGFRvIII, mutirana različica EGFR, ki je za razliko od receptorja divjega tipa 
konstitutivno aktivirana. Prisotnost EGFRvIII v glioblastomskih tumorjih velja za negativni 
prognostični kazalec. Ker so geni in pripadajoči proteini iz družine Sprouty v tesnem 
medsebojnem sorodstvu, bi lahko bila vloga SPRY1 v karcinogenezi glioblastoma podobna 
zgoraj opisani vlogi njegovega sorodnika SPRY2. SPRY2 so tudi omenili kot eno od 
komponent zunajceličnega matriksa, ki preprečuje uravnavanje EGFR v smeri znižane 
receptorske aktivnosti [117], konstitutivna aktivacija EGFR pa se omenja kot eden od nujnih 
korakov v procesu transformacije nemalignih NMC v maligne GMC [118]. Nemaligne glialne 
celice – na primer astrociti – se lahko prav tako transformirajo v GMC po aktivaciji EGFR 
[118]. Zvišano izražanje komponent zunajceličnega matriksa, kot so FREM2 – pri katerem so 
amplifikacijo v glialnih celicah že povezali s transformacijo teh celic v maligne celice 
mezenhimske komponoente gliosarkoma [111] – in proteini iz družine Sprouty, bi torej lahko 
bilo povezano s transformacijami NMC v GMC in astrocitov v GMC preko preprečevanja 
deaktivacije EGFR. 
4.7. Eksperimentalna validacija najboljših kandidatov 
Rezultati bioinformatskih analiz se pogosto razlikujejo od eksperimentalnih, kljub skrbni 
obdelavi podatkovnih nizov med bioinformatsko analizo. Zato smo preverili naše 
bioinformatske rezultate z eksperimentalno validacijo s tremi metodami – qRT-PCR (genska 
raven) ter imunofluorescenčno barvanje in prenos western (proteinska raven). 
4.7.1. Eksperimentalna validacija na genski ravni z metodo qRT-PCR 
Z metodo qRT-PCR smo analizirali izražanje FREM2 in SPRY1 na genski ravni v celičnih 




celična kultura, pridobljena iz dveh komercialno dostopnih glioblastomskih matičnih celičnih 
linij NCH644 in NCH421K), NMC in astrocitih (dve vrsti nemalignih glialnih celic, ki smo ju 
uporabili kot negativno kontrolo). Iz vseh celičnih linij smo uspešno izolirali mRNA, 
povprečna koncentracija je bila 1357 ng/μL in razmerje A260/A280 je znašalo med 1,82 in 1,99. 
Iz naklona umeritvene krivulje, ki smo jo pridobili s poskusi na različnih redčitvah 
kontrolnega vzorca cDNA z znano koncentracijo, smo izračunali učinkovitost 
oligonukleotidnih začetnikov: za FREM2 je znašala 1,71 oziroma 71 %, za SPRY1 pa 1,87 
oziroma 87 %. 
Statistično analizo rezultatov smo izvedli s programom GraphPad Prism 6. Pri vseh 
podatkovnih nizih smo preverili normalnost porazdelitve (skladnost z Gaussovo krivuljo) in 
identificirali osamelce. V primeru meritev, kjer je bilo izražanje pod mejo detekcije (npr. pri 
FREM2 v U87MG in astrocitih) smo v podatkovni niz vpisali vrednost 0. Osamelci so še 
vedno prikazani na grafih, vendar smo jih v statistični analizi odstranili z uporabo možnosti 
'Identify outliers' (možnosti za analizo stolpcev v programu GraphPad Prism 6) in tako niso 
vplivali na rezultate statistične analize (ONE-way ANOVA, neparni t-testi ter Kruskal-
Wallisovi in Mann-Whitneyevi testi). 
V prvem nizu poskusov smo za negativno kontrolo uporabili nemaligne nevralne matične 
celice (NMC) (Slika 1). Množična primerjava skupin je razkrila razlike v izraženosti FREM2 
med NCH in U87MG ter med NCH in NMC (Slika 1A, levo). Pri SPRY1 smo opazili značilno 
različno izraženost med celicami U251MG in NMC (Slika 1A, desno), kot tudi med obema 
konvencionalnima glioblastomskima celičnima linijama, U251MG in U87MG (Slika 1A, 
desno). Mann-Whitneyev test je pokazal razliko v izražanju SPRY1 med 
NCH/U251MG/U87MG in NMC, medtem ko pri enaki primerjavi za FREM2 nismo ugotovili 
statistično značilne razlike (Slika 1B).  Statistična analiza z neparnimi t-testi z Welchevim 
popravkom je razkrila značilno razliko v izražanju FREM2 med NCH in konvencionalnimi 
diferenciranimi glioblastomskimi celicami U251MG in U87MG (Slika 1C, levo). Primerjava 
med celicami NCH in NMC (Slika 1D) je razkrila, da se tako FREM2 kot SPRY1 diferenčno 
izražata v malignih matičnih celicah (NCH) v primerjavi z nemalignimi (NMC). 
V drugem nizu poskusov smo ponovno analizirali vse z glioblastomom povezane celične 
linije (NCH, U251MG in U87MG), za negativno kontrolo pa smo uporabili normalne 
astrocite (Slika 2). Množična primerjava skupin je pokazala značilne razlike v izražanju 
FREM2 med celicami NCH in astrociti, med NCH in U87MG ter med obema celičnima 
linijama diferenciranih glioblastomskih celic U87MG in U251MG (Slika 2A, levo). Za 
SPRY1 je množična primerjava skupin pokazala izrazito razliko v izražanju med astrociti 
(visoko izražanje SPRY1) in vsemi z glioblastomom povezanimi celičnimi linijami (NCH, 
U87MG in U251MG), v katerih se je SPRY1 sicer izražal, vendar se zaradi visokega izražanja 
v astrocitih iz grafa dozdeva, da je izražanje v ostalih celičnih linijah enako nič (Slika 2A, 
desno). Mann-Whitneyev test je razkril razliko v izražanju FREM2 med kombinacijo z 
glioblastomom povezanih celičnih linij (NCH, U87MG in U251MG) in astrociti (Slika 2C, 
levo), neparni t-test z Welchevim popravkom pa je razkril enako razliko v izražanju SPRY1 




U87MG/U251MG smo opazili statistično značilno razliko v izraženosti samo pri FREM2, pri 
SPRY1 pa ne (Slika 2C). Primerjava med NCH in astrociti z Mann-Whitneyevim testom je pri 
obeh kandidatnih genih pokazala značilne razlike, le da v različni smeri: izražanje FREM2 je 
bilo značilno višje v NCH kot v astrocitih, pri SPRY1 pa je bilo obratno (Slika 2D).  
Ti rezultati kažejo, da se FREM2 značilno povišano izraža v glioblastomskim matičnim 
celicam podobni celični liniji NCH v primerjavi z diferenciranimi glioblastomskimi celicami 
iz celične linije U87MG, ki predstavljajo razmeroma manj agresivni nevralni tip glioblastoma 
[37], ter v primerjavi z nemalignimi nevralnimi matičnimi celicami in astrociti. Izražanje 
FREM2 je bilo prav tako povišano (vendar ne dovolj, da bi bila razlika statistično značilna) v 
celicah NCH v primerjavi z diferenciranimi glioblastomskimi celicami iz celične linije 
U251MG, ki predstavljajo najbolj agresivni mezenhimski tip GBM [37]. Tudi v primeru 
primerjave med celicami NCH in kombinacijo obeh konvencionalnih glioblastomskih celičnih 
linij (U87MG in U251MG) smo opazili značilno povišano izraženost FREM2 v 
glioblastomskih matičnih celicah NCH. V primerjavi U251MG proti U87MG je bil FREM2 
značilno višje izražen v bolj agresivni celični liniji U251MG. Čeprav je bil FREM2 višje 
izražen v matičnih celicah NCH v primerjavi z agresivnimi konvencionalnimi tumorskimi 
celicami U251MG, vendar razlika ni bila statistično značilna, bi FREM2 lahko predstavljal 
skupnega označevalca agresivnosti glioblastomskih celic. 
SPRY1 se je izražal v vseh z glioblastomom povezanih celičnih linijah. Njegova izraženost je 
bila značilno višja v agresivnih malignih celicah U251MG v primerjavi z manj agresivno 
maligno celično linijo U87MG kot tudi z nemalignimi celicami NMC (Slika 1A, desno). 
Njegova skupna izraženost v celičnih linijah, povezanih z GBM (NCH, U87MG in U251MG) 
je bila značilno višja od izraženosti v nemalignih celicah NMC (Slika 1B, desno). SPRY1 se je 
prav tako opazno izražal v NMC in še posebno v astrocitih. Pri obeh kandidatnih genih 
(SPRY1 in FREM2) smo zaznali relativno visoko izražanje v celični liniji U251MG, ki 
povzema najbolj tipične patobiološke lastnosti, opažene v tumorjih GBM pri človeku [119]. V 
primeru FREM2, rezultati eksperimentalne analize s qRT-PCR potrujejo rezultate 
bioinformatske meta-analize, še posebno rezultate nekaterih ključnih statističnih testov, na 
primer testa 5 (GMCL proti konvencionalnim glioblastomskim celičnim linijam), v katerem 
smo ugotovili značilno povišano izražanje FREM2 v GMCL, ob zelo nizki vrednosti p 
(p<0,001) in lfc>1 (glej Tabelo 8, leva stran). 
4.7.2. Imunofluorescenčno barvanje 
Raven transkripcije genov ni vedno v korelaciji z dejanskim izražanjem proteinov, ki so 
kodirani v teh genih, proteini pa so dejanski nosilci fiziološkega delovanja v celicah. Zato 
smo z imunofluorescenčnim barvanjem validirali izražanje proteinov FREM2 in SPRY1 v 
konvencionalnih glioblastomskih celičnih linijah U251MG in U87MG ter v primarnih 
astrocitih, ki smo jih uporabili kot negativno kontrolo in model zdravega okoliškega 
možganskega tkiva. Celični liniji NCH in NMC rasteta v obliki prosto plavajočih sferoidov, ki 
jih je težko fiksirati na stekelca za mikroskopiranje, zato teh celičnih linij nismo uporabili za 




V slikah 3A in 3B predstavljamo rezultate naših eksperimentov. Celice smo fiksirali v 
formaldehidu in imunofluorescenčno obarvali s komercialno dostopnimi protitelesi proti 
FREM2 (Slika 3A) in proti SPRY1 (slika 3B). Za boljši kontrast je pri obeh slikah levi del 
prikazan črno-belo (ločeno barvanje jeder z DAPI in kandidatnih proteinov SPRY1/FREM2 z 
ustreznimi protitelesi), na desni strani obeh slik pa sta barvanji jeder in kandidatnih proteinov 
združeni in prikazani v izvirnih barvah. Oba kandidatna proteina sta obarvana rdeče, jedra pa 
modro. 
V celični liniji U251MG je bil FREM2 visoko izražen in jasno lokaliziran na celični 
membrani, vendar pa je bil prisoten tudi v bližini jedrne membrane (to je lokacija 
endoplazemskega retikuluma z ribosomi, na katerih poteka sinteza proteinov) in v citosolu, 
kar bi lahko bil znak značilno povišanega izražanja tega proteina v agresivni celični liniji 
U251MG. Lokalizacija FREM2 tako na celični membrani kot v citosolu je v skladu s podatki 
iz različnih podatkovnih zbirk: zbirka COMPARTMENTS [104] izpostavlja obe lokalizaciji 
(s tem, da naj bi bil FREM2 močneje izražen na membrani kot v citosolu), zbirka UniProt 
[120] izpostavlja samo lokacijo na membrani, medtem ko zbirka ProteinAtlas (ki vsebuje tudi 
podatke, pridobljene na celični liniji U251MG) izpostavlja citosolno lokacijo [121]. Razlike v 
podatkih med posameznimi zbirkami so najverjetneje posledica različnih bioloških virov 
(celice, tkiva) iz katerih so pridobili podatke. V našem primeru je bilo membransko izražanje 
FREM2 nižje v manj agresivni celični liniji U87MG in veliko nižje v nemalignih astrocitih 
(negativna kontrola), v katerih nismo našli dokazov za membransko lokalizacijo FREM2. Za 
SPRY1 smo prav tako ugotovili, da se nahaja na membranah celic U251MG, medtem ko pri 
celicah U87MG in nemalignih astrocitih nismo našli dokazov za njegovo membransko 
lokalizacijo. 
Gledano skupno, ti rezultati izpostavljajo FREM2 in morebiti tudi SPRY1 kot kandidata za 
označevalca GBM. Oba proteina (FREM in SPRY1) bi lahko uporabili kot terapevtski tarči, 
saj sta visoko izražena na površini najbolj značilnih glioblastomskih celic, nista pa izražena na 
površini nemalignih glialnih celic, ki se nahajajo v okolici tumorja. 
4.7.3. Validacija s prenosom western 
Rezultate, pridobljene na genski ravni izražanja s qRT-PCR in na proteinski ravni izražanja z 
imunofluorescenčnim barvanjem, smo želeli dodatno potrditi in kvantificirati. Obenem smo 
želeli razjasniti, ali je izražanje katerega od obeh kandidatov (FREM2 in SPRY1) na 
proteinski ravni znotraj glioblastomskega tumorja bolj specifično za glioblastomske matične 
celice kot za diferencirane tumorske celice. S temi nameni smo izvedli analizo s prenosom 
western na vseh celičnih linijah, uporabljenih v predhodnih eksperimentalnih stopnjah. 
Rezultati – ki v primeru FREM2 v splošnem potrjujejo predhodne rezultate, pridobljene z 
analizo qRT-PCR in imunofluorescenčnim barvanjem – so predstavljeni na Sliki 4. 
FREM2 se značilno povišano izraža v agresivni mezenhimski celični liniji U251MG v 
primerjavi z nemalignimi astrociti, medtem ko to ne velja za primerjavo med manj agresivno 
nevralno celično linijo U87MG in astrociti. Izražanje FREM2 je prav tako višje v 




upoštevanju intervalov zaupanja, vendar te razlike niso statistično značilne. Rezultati v zvezi 
z izražanjem FREM2 v astrocitih potrjujejo rezultate, predhodno pridobljene s qRT-PCR in 
imunofluorescenčnim barvanjem, kjer smo z obema metodama ugotovili zelo nizko stopnjo 
izražanja FREM2 v astrocitih, kar korelira s podatki iz literature, ki kažejo na odsotnost 
izražanja tega kandidata v odraslih možganih [104]. Po drugi strani pa so rezultati za SPRY1 
na proteinski ravni potrdili občutno izraženost v astrocitih, kar smo predhodno že ugotovili na 
genski ravni izražaja s qRT-PCR. 
Na proteinski ravni sta se tako FREM2 kot SPRY1 izražala v NMC, brez značilne razlike med 
temi celicami in NCH, čeprav je bilo v primeru FREM2 izražanje tega kandidata v NCH 
opazno višje kot v NSC. Izražanje obeh kandidatov za označevalca GBM/GMC v nemalignih 
nevralnih matičnih celic ni nepričakovano, saj gre za lastnost, ki je skupna tudi vsem 
uveljavljenim kandidatom za označevalce GBM/GMC, ki kodirajo površinske proteine (na 
primer CD133). Analiza s prenosom western je potrdila rezultate qRT-PCR, ki so razkrili 
prisotnost FREM2 in SPRY1 v NMC in GMCL. Poleg tega je bilo izražanje FREM2 – za 
razliko od izražanja SPRY1, ki je bilo razmeroma visoko v vseh z glioblastomom povezanih 
vrstah celih – opazno višje v GMCL (celice NCH) v primerjavi s konvencionalnimi 
glioblastomskimi celicami iz celičnih linij U251MG in še posebno U87MG, ter višje v GMCL 
tudi v primerjavi z NMC. 
Rezultati prenosa western kažejo, da je FREM2 obetaven kandidat za označevalca GBM za 
tipične glioblastomske tumorje, ki jih najbolje predstavljajo celice iz celične linije U251MG, 
vendar je manj primeren za označevalca v primeru atipičnih, manj agresivnih tumorjev GBM, 
ki jih predstavljajo celice U87MG. FREM bi lahko bil tudi morebitni kandidat za označevalca 
GMC, čeprav  razlike v njegovem izražanju v primerjavah NCH proti U87MG in NCH proti 
U87MG niso dosegle praga statistične značilnosti.  
Naša eksperimentalna validacija je torej potrdila FREM2 kot novega kandidata za 
označevalca glioblastoma, in dodatno kot morebitnega kandidata za označevalca 
glioblastomskih matičnih celic. Po drugi strani rezultati analize s prenosom western ne 
potrjujejo izsledkov imunofluorescenčnega barvanja za SPRY1, ki pa kljub temu ostaja 
kandidat za označevalca, sposobnega ločevati z glioblastomom povezane maligne celice (v 
katerih je njegovo izražanje nižje) od nemalignih astrocitov (občutno višje izražanje) in 
nevralnih matičnih celic (nižje izražanje) na genski ravni (qRT-PCR).   
5. ZAKLJUČEK 
Doktorsko nalogo smo zasnovali na dveh hipotezah. Prva hipoteza je temeljila na analizi 
komunikacijskih oziroma interakcijskih omrežjih izhodiščnih kandidatov CD9, FTL, S100A9, 
β-aktin in TRIM28, za katere so nedavno ugotovili njihovo povišano izraženost v 
GBM/GMC. Previdevali smo, da bomo pri drugih malignih boleznih, v katerih so ti kandidati 
povišano izraženi, v njihovih omrežjih našli skupna vozlišča, ki bodo – na osnovi domneve, 
da so v ozadju različnih malignih bolezni podobni interakcijski in komunikacijski mehanizmi 




skupna vozlišča pripeljala do novih kandidatov za označevalce glioblastoma in/ali 
glioblastomskih matičnih celic.   
V modelih omrežij, ki smo jih ustvarili z aplikacijami String (proteinska raven) in Biomine 
(genska raven) smo dejansko našli za GBM relevantna skupna vozlišča in tako potrdili prvo 
hipotezo. Pri preverjanju literature o genih/proteinih, ki so se nahajali v teh vozliščih, pa smo 
ugotovili, da so tri četrtine med njimi že povezali s karcinogenezo GBM in da je med vozlišči 
tudi veliko znanih onkogenov oziroma tumorskih supresorskih genov, kot so TP53, JUN, 
MYC in BCL2. Kandidati iz preostalih vozlišč v postopku bioinformatske validacije niso 
dosegli rezultatov, ki bi kazali na njihovo konsistentno višjo ali nižjo izraženost v 
GBM/GMC, torej lahko drugo hipotezo – da nas bodo skupna vozlišča v omrežjih izhodiščnih 
kandidatov (CD9, FTL, S100A9, β-aktin in TRIM28) pripeljala do novih kandidatov za 
označevalce glioblastoma in/ali glioblastomskih matičnih celic – le delno potrdimo. Vozlišča 
so nas sicer pripeljala do kandidatov, ki pa so jih bodisi že opisali v literaturi ali pa je 
validacija razkrila njihovo omejeno specifičnost – kandidati CCT2, RUVBL1 in BST1, ki so v 
validacijskih testih dosegli najboljši rezultat, so se povišano izražali v glioblastomskem 
tumorskem tkivu, ne pa tudi v GMCL in nevrosferah. Zato smo se odločili poiskati gene, ki so 
v statističnih validacijskih testih dosegli najboljši rezultat v smislu konsistentne povišane 
izraženosti v GBM/GSC. Tako smo prišli do kandidatov FREM2 in SPRY1, ki smo ju v 
nadaljevanju eksperimentalno validirali na genski in proteinski ravni. 
Metoda meta-analize s statističnimi testi, ki smo jo uporabili, ima sicer nekatere 
pomanjkljivosti, kot so heterogenost vhodnih podatkov, različni načini normalizacije 
podatkov in uporaba skupin z nizkim številom vzorcev. Tem pomanjkljivostim smo se 
poskušali v največji možni meri izogniti z uporabo enolično normaliziranih kuriranih 
podatkov in uporabo skupin z vsaj deset vzorci na skupino. Rezultate meta-analize smo 
eksperimentalno validirali tako na genski kot na proteinski ravni in pri tem uporabili tri 
različne in vitro metode (qRT-PCR, prenos western in imunofluorescenčno barvanje). Tudi te 
metode imajo svoje omejitve, na primer heterogenost celičnih linij, iz katerih smo pridobili 
vzorce za eksperimentalno validacijo. Ob primerjavi rezultatov med obema konvencionalnima 
celičnima linijama GBM (U251MG in U8MG7) lahko opazimo razlike v izražanju 
genov/proteinov med obema linijama, vendar se eksperimentalni rezultati za celično linijo 
U251MG, ki najbolje povzema patobiološke lastnosti agresivnega mezenhimskega tipa GBM, 
ujemajo z rezultati bioinformatske meta-analize. Prav tako je težko primerjati rezultate med 
dvema celičnima linijama z različno hitrostjo rasti, na primer med celicami glioblastomskih 
matičnih celičnih linij (GMCL) in nevralnimi matičnimi celicami (NMC). Za razliko od 
GMCL, NMC rastejo zelo počasi in potrebnih je veliko pasaž, da pridobimo dovolj materiala 
za primerjalno določanje izražanja genov/proteinov. Kljub vsem naštetim težavam, s katerimi 
smo se srečali, smo uspeli z in silico meta-analizo izpostaviti dva obetavna kandidata za 
označevalce GBM/GMC in nato validirati njuno izražanje z in vitro metodami. 
Nalogo lahko sklenemo z ugotovitvijo, da smo uspeli identificirati dva nova označevalca 
glioblastomskih celic, ki se na proteinski ravni izražata na celični površini – FREM2 in 




FREM2 značilno povišano izražal v celicah, ki so relevantni model za agresivno obliko GBM, 
v primerjavi z nemalignimi možganskimi celicami, zato ga predlagamo kot kandidata za 
označevalca GBM. Poleg tega je bil FREM2 povišano izražen v glioblastomskim matičnim 
celicam podobnih celicah v primerjavi z diferenciranimi celicami glioblastoma kot tudi z 
nemalignimi nevralnimi matičnimi celicami, kar izpostavlja ta protein tudi kot morebitnega 
kandidata za specifičnega označevalca glioblastomskih matičnih celic. Drugi v tej nalogi 
obravnavani kandidat, SPRY1, se je prav tako izkazal – ne glede na rezultate analize s 
prenosom western – kot morebitna zanimiva terapevtska tarča, saj je imunofluorescenčno 
barvanje – tako kot pri FREM2 – razkrilo njegovo prisotnost na membranah glioblastomskih 
celic, ki pripadajo agresivnemu mezenhimskemu tipu, po drugi strani pa SPRY1 ni bil 
prisoten na površini nemalignih astrocitov, v katerih se je izražal izključno v citosolu oziroma 
v bližini jedrne membrane. SPRY1 bi torej lahko uporabili kot tarčo za terapevtska 
protitelesa, ki delujejo preko vezave na antigene na celični površini in ne vstopajo v celično 
notranjost.  
Če bi želeli podrobneje ovrednotiti pomen FREM2 in SPRY1 kot terapevtskih tarč, 
specifičnih za ciljanje navadnih ali matičnih celic v glioblastomskem tumorju, bodo potrebne 
nadaljnje raziskave na ravni imunohistokemije in živalskih modelov. V ta namen bi lahko 
uporabili kombinacijo FREM2 in SPRY1 z drugimi kandidati za označevalce GBM/GMC v 
raziskavah, katerih cilj bi bil razvoj multi-tarčne terapevtske strategije za zdravljenje 






6. PREGLEDNICE IN SLIKE 
V primeru večjih preglednic in slik se njihove legende nahajajo na naslednji strani. 
6.1. Preglednice 
Preglednica 1. Seznam malignih obolenj in interakcijskih partnerjev. 
izhodiščni 
kandidat 
maligno obolenje interakcijski partnerji  
 
CD9 mezoteliom DPP4, CD24 
akutna beta 
limfoblastna levkemija 
CD38, CD52, CD123 
FTL rak dojke VEGFA 
S100A9 rak prostate AGER (RAGE) 
rak dojke / 
rak želodca MMP2 
kolorektalni rak MMP7, MYC, beta katenin (CTNNB1) 
adenokarcinom pljuč / 
nedrobnocelični rak pljuč AGER (RAGE) 
ACTB melanom / 
rak želodca / 
rak jeter CETN2 
kolorektalni rak / 
TRIM28 rak želodca / 
melanom MAGE-C2, MAGE-A3 
nedrobnocelični rak pljuč LUNX (BPIFA1), KRT19 
skupno število 




Legenda Preglednice 1 
Interakcijski partnerji vstopajo v interakcije z izhodiščnimi kandidati bodisi na genski ali na proteinski ravni. 
Oznake kandidatov in njihovih partnerjev v pokončnem tisku v tem primeru predstavljajo splošno nevtralno 
oznako, ki se nanaša na obe ravni izražanja (gensko in proteinsko), in se ne nanašajo izključno na proteinsko 
raven. 
 





Preglednica 2. Skupna vozlišča med izhodiščnimi kandidati in njihovimi interakcijskimi 
partnerji. 
kandidat partner vozlišča Biomine vozlišča String 
CD9 CD24 CD19, ITGB1 / 












CD52 / / 
CD123 / CD36, ITGB3 
FTL VEGFA PTN, NAMPT FLT1 


















MMP7 / S100A8, DCN, CDH1, 
SPP1, PLG, MMP9, 
CTNNB1, CD44 
MYC DHX15, GTF3C1, SMARCA5, 
HNRNPU, RAD21, TOP1, 
NTRK1, PRPF8, PSMA5 
S100A8, TP53, CDKN2A, 
MYB, JUN, BCL2 
CTNNB1 PTEN, EGFR, ILK, UNK, 





ACTB CETN2 CCT2, CCT3, CCT5, 
CCT7, PARP1, POU5F1, RPA2 
ACTG1, XPC, PFN1, 
CFL1, RAD23B, RUVBL1, 
MYH9, PFN2 
TRIM28 MAGE-C2 ATM, CUL1 ZNF382, TP53, ATM 
 
MAGE-A3 MAGEA6, ZNF350 TP53, HDAC1 
 
LUNX UBC / 
KRT19 FN1, VCAM1, ITGA4, 
POU5F1, KDM1A, EED, 
UBE2I, ESR1 
TP53 
skupno število vozlišč 49 33 
število novih/že znanih kandidatov 15 novih / 34 že znanih 9 novih / 24 že znanih 
skupno število novih kandidatov 23 





Legenda Preglednice 2 
Oznake kandidatov in njihovih partnerjev v pokončnem tisku v tem primeru predstavljajo splošno nevtralno 
oznako, ki se nanaša na obe ravni izražanja (gensko in proteinsko), in se ne nanašajo izključno na proteinsko 
raven. 
 
Vozlišča Biomine – genska raven izražanja – kandidati izpisani poševno. 
Vozlišča String – proteinska raven izražanja – kandidati izpisani pokončno. 
Rdeče – kandidati, ki so jih v literaturi že povezali z glioblastomom (GBM). 
Zeleno – kandidati, ki jih v literaturi še niso povezali z GBM. 
Oznaka / pomeni, da nismo našli skupnih vozlišč. 
Skupno število vozlišč – skupno število vozlišč (brez podvajanj), ki smo jih našli z analizo omrežij v posamezni 
podatkovni zbirki. 
Število novih/že znanih kandidatov – število tkandidatov iz skupnih vozlišč, ki jih v literaturi še niso povezali 
z GBM / število kandidatov iz skupnih vozlišč, ki so jih že povezali z GBM. Podatki so prikazani za Biomine in 
String posebej. 
Skupno število novih kandidatov – skupno število novih kandidatov iz skupnih vozlišč za Biomine in String 




Preglednica 3. Izbira podatkovnih nizov za iskanje novih označevalcev glioblastoma in/ali 
glioblastomskih matičnih celic. 
podatkovna zbirka GEO ArrayExpress 






filtri »homo sapiens«, 
»DataSets« 
»homo sapiens«, »RNA assay«, »array assay« 
vsi podatkovni nizi 36 76 69 14 
nizi z 20+ vzorci 11 58 17 3 
zavrnjeni nizi –  
razlog 1 
5 35 11 1 
zavrnjeni nizi –  
razlog 2 
2 16 3 2 
zavrnjeni nizi –  
razlog 3 
0 4 1 0 
ustrezni nizi  
(število) 
4 3 2 (od tega 
1 pogojno*) 
0 












ni ustreznih  
podatkovnih nizov 
Legenda Preglednice 3 
* Podatkovni niz E-GEOD-74571 omogoča dve primerjavi (prva primerjava- dve skupini s po 9 vzorci, druga je 
10 proti 9). Niz je pogojno sprejemljiv, saj bi sicer ostali brez podatkovnih nizov, ki omogočajo primerjave v 
zvezi z glioblastomskimi nevrosferami. 
 
Razlog 1 – relevantne primerjave znotraj podatkovnega niza niso bile mogoče. Relevantne primerjave za izbiro 
novih kandidatov za označevalce GBM/GMC so:  
(1) tkivo GBM – nemaligno možgansko tkivo;  
(2) tkivo GBM – tkivo gliomov nižje stopnje (stopnje II);  
(3) tkivo GBM – tkivo oligodendrogliomov;  
(4) GMCL – navadno glioblastomsko tkivo;  
(5) GMCL – KGCL;  
(6) nevrosfere – navadno glioblastomsko tkivo; 
(7) nevrosfere – KGCL.  
Pri vsakem od naštetih parov pričakujemo povišano izražanje kandidatov za označevalce GBM/GMC v skupini, 
izpisani v krepkem tisku. 
 
Razlog 2 – relevantne primerjave so sicer mogoče, vendar ni mogoče primerjati dveh skupin, kjer bi vsaka 
skupina vsebovala vsaj 10 vzorcev, saj imajo statistične primerjave skupin z manj kot 10 vzorci prenizko 
napovedno moč (glej poglavje 3. 5. Iskanje podatkovnih nizov za bioinformatsko validacijo novih kandidatov za 
označevalce glioblastomskih matičnih celic). 
 





Preglednica 4. Rezultati statističnih testov za validacijo kandidatov iz skupnih vozlišč. 
 




Legenda Preglednice 4 
Za opis pomena številk testov in skupin vzorcev, ki jih primerjamo v teh testih, glej Preglednico 6 in njeno 
legendo. 
 
Zeleno – kandidatni geni, do katerih smo prišli z analizo vozlišč in pregledom relevantne literature (glej 
Preglednico 2). 
Rdeče – reprezentativni uveljavljeni kandidati za označevalce glioblastomskih matičnih celic, ki se v 
glioblastomu povišano izražajo (glej poglavje 3.7. Primerjava rezultatov t-testov med novimi in uveljavljenimi 
kandidati). 
Modro – reprezentativni uveljavljeni kandidati za označevalce glioblastomskih matičnih celic, ki se v 
glioblastomu znižano izražajo (glej poglavje 3.7. Primerjava rezultatov t-testov med novimi in uveljavljenimi 
kandidati). 
Črno – konstitutivno izraženi geni, ki smo jih na osnovi podatkov v literaturi uporabili kot negativno kontrolo 





Preglednica 5. Razvrstitev ustreznih podatkovnih nizov. 
podatkovni niz kategorija RP mesto kurirano (da/ne) uporaba niza 
GSE4412/GDS1975 stopnja 1 5 da validacija 
GSE4412/GDS1976 stopnja 1 5 da validacija 
GSE4290/GDS1962 stopnja 3 1** da selekcija (prvo mesto) 
E-GEOD-16011 stopnja 2 3 ne validacija 
E-GEOD-52009 stopnja 2 3 ne validacija 
E-GEOD-68848 stopnja 3 1** ne validacija 
GSE23806/GDS3885 Nevro/GMCL 4 1 da selekcija (prvo mesto) 
E-GEOD-4536 Nevro/GMCL 2 2 ne validacija 
E-GEOD-74571 Nevro/GMCL 2 2 ne validacija 
GLIOMASdb stopnja 1 / da selekcija 
(neposredna uvrstitev) 
Legenda Preglednice 5 
**Če sta dva niza uvrščena na isto mesto, ima prednost niz s kuriranimi podatki – podatki, za katere skrbnik 
podatkovne zbirke zagotavlja konsistentnost meritev in izračunov, enolično obdelavo podatkov ter biološko in 
statistično primerljivost vzorcev. 
 
Kategorija:  
 Stopnja – podatkovni nizi s podatki, ki primerjajo gliome različnih stopenj (delitev glede na 
klasifikacijo po WHO – stopnje od I do IV). 
 Nevro/GMCL – podatkovni nizi s podatki o nevrosferah in/ali GMCL. 
RP – število možnih relevantnih primerjav (glej Legenda Preglednice 3). 






Preglednica 6. Povzetek statističnih testov za iskanje novih označevalcev glioblastoma 
in/ali glioblastomskih matičnih celic. 
korak test 
prva skupina 
(pričakujemo povišano izražanje kandidatov 
za označevalce GMC) 
druga skupina vir podatkov 
tkivo/celice N (število vzorcev) tkivo/celice N zbirka niz 
SEL 1 GBM 77 
nemaligno možgansko tkivo 
23 GEO GSE4290/GDS1962 
2 GBM 77 gliom stopnje II 45 GEO GSE4290/GDS1962 
3 GBM 77 oligodendrogliom 50 GEO GSE4290/GDS1962 
4 GMCL 27 tumorsko tkivo GBM 12 GEO GSE23806/GDS3885 
5 GMCL 27 
konvencionalne celične linije  
GBM 32 GEO GSE23806/GDS3885 
6 nevrosfere 17 tumorsko tkivo GBM 12 GEO GSE23806/GDS3885 
7 nevrosfere 17 
konvencionalne celične linije  
GBM 32 GEO GSE23806/GDS3885 
8 GBM 143 gliom stopnje II 110 GLIOMASdb / 
VAL v1-1 GBM 228 
nemaligno možgansko tkivo 
28 ArrayExpress E-GEOD-68848 
v2-1 GBM 24 gliom stopnje II 63 ArrayExpress E-GEOD-52009 
v2-2 GBM 134 gliom stopnje II 99 ArrayExpress E-GEOD-68848 
v2-3 GBM 159 gliom stopnje II 24 ArrayExpress E-GEOD-16011 
v3-1 GBM 59 oligodendroglioma 11 GEO GSE4412/GDS1975 
v3-2 GBM 59 oligodendrogliom 11 GEO GSE4412/GDS1976 
v3-3 GBM 24 oligodendrogliom 13 ArrayExpress E-GEOD-52009 
v3-4 GBM 228 oligodendrogliom 67 ArrayExpress E-GEOD-68848 
v3-5 GBM 159 oligodendrogliom 52 ArrayExpress E-GEOD-16011 
v4-1 GMCL 28 tumorsko tkivo GBM 17 ArrayExpress E-GEOD-4536 
v5-1 GMCL 28 
konvencionalne celične linije  
GBM 26 ArrayExpress E-GEOD-4536 
v6-1 nevrosfere 9 tumorsko tkivo GBM 9 ArrayExpress E-GEOD-74571 
v7-1 nevrosfere 9 
konvencionalne celične linije  
GBM 10 ArrayExpress E-GEOD-74571 
 





Legenda Preglednice 6 
Pri selekcijskih testih se številka testa ujema s številko relevantne primerjave za iskanje novih označevalcev 
glioblastoma in/ali glioblastomskih matičnih celic, kot je podana v naštevanju teh primerjav v poglavju 1.4 
Glioblastomske matične celice in njihovi označevalci. 
 
Pri validacijskih testih se številska oznaka testa nanaša na številko selekcijskega testa, katerega rezultate želimo 
validirati z validacijskim testom, črka »v« pred število pa pomeni »validacija«. Primer: validacijski test v 2-1 je 
prvi med validacijskimi testi, s katerimi potrjujemo rezultate selekcijskega testa 2, test v2-2 pa je drugi med 
validacijskimi testi za potrjevanje rezultatov selekcijskega testa 2. 
 
Korak:  
 SEL = selekcija novih kandidatov za označevalce GBM/GMC;  
 VAL = validacija izbranih kandidatov. 
N – število vzorcev. 
Zbirka – podatkovna zbirka, iz katere smo pridobili podatke (GEO = Gene Expression Omnibus). 




Preglednica 7. Selekcija novih kandidatov za označevalce glioblastoma in/ali 









test (p>0,001 ali 
lfc<1) 
rezultati neuspešnega testa  
(samo za površinske gene 
z uspehom 7/8) 
p<0,05 lfc>0 
CD276 8/8 da da [102] nobeden / / 
HIST1H2BH 8/8 ne ne nobeden / / 
DUSP6 8/8 ne da [122] nobeden / / 
YME1L1 7/8 ne da [123] Test 8 / / 
DHRSX 7/8 ne ne Test 8 / / 
B3GNT5 7/8 ne ne Test 7 / / 
FREM2 7/8 da ne Test 6 da da 
DUSP4 7/8 ne da [124] Test 3 / / 
SPRY1 7/8 da ne Test 3 da da 
SLC47A1 7/8 da ne Test 1 da da 
Legenda Preglednice 7 
Za nadaljnjo analizo izbrani geni so izpisani v poudarjenem tisku. 
 
P – statistična vrednost p (tveganje pri zavračanju domneve, da med primerjanima skupinama ni značilnih razlik) 
lfc – logaritem razmerja med izražanjem gena v testni skupini in izražanjem v kontrolni skupini (glej poglavje 






Preglednica 8: Rezultati bioinformatske validacije kandidatov, ki so bili najboljši v fazi 
selekcije. 
 




Legenda Preglednice 8 
Pri selekcijskih testih se številka testa ujema s številko relevantne primerjave za iskanje novih označevalcev 
glioblastoma in/ali glioblastomskih matičnih celic, kot je podana v naštevanju teh primerjav v poglavju 1.4 
Glioblastomske matične celice in njihovi označevalci. 
 
Pri validacijskih testih se številska oznaka testa nanaša na številko selekcijskega testa, katerega rezultate želimo 
validirati z validacijskim testom, črka »v« pred število pa pomeni »validacija«. Primer: validacijski test v 2-1 je 
prvi med validacijskimi testi, s katerimi potrjujemo rezultate selekcijskega testa 2, test v2-2 pa je drugi med 
validacijskimi testi za potrjevanje rezultatov selekcijskega testa 2. 
 
PTNT – povprečje točk na test. 
Zeleno – kandidatni geni, do katerih smo prišli z bioinformatsko analizo (glej Preglednico 7). 
Rdeče – reprezentativni uveljavljeni kandidati za označevalce glioblastomskih matičnih celic, ki se v 
glioblastomu povišano izražajo (glej poglavje 3.7. Primerjava rezultatov t-testov med novimi in uveljavljenimi 
kandidati). 
Črno – konstitutivno izraženi geni, ki smo jih na osnovi podatkov v literaturi uporabili kot negativno kontrolo 








Slika 1. Izražanje kandidatnih genov v celičnih linijah z metodo qRT-PCR; nevralne matične 
celice (NMC) kot negativna kontrola. 




Legenda Slike 1 
Slika 1 prikazuje relativno izražanje mRNA za FREM2 in SPRY1 v celicah NCH, U251MG, U87MG in 
nemalignih nevralnih matičnih celicah kot negativni kontroli. Povprečno izražanje genov je predstavljeno kot 
srednja črta na grafu, ki prikazuje posamezne vrednosti meritev. Ker meritev, ki smo jih identificirali kot 
osamelce, nismo izbrisali iz grafa, jih je program GraphPad Prism 6 še vedno upošteval pri izračunu povprečja. 
Navzgor in navzdol od sredinske črte je prikazana standardna deviacija (SD). 
 
NCH – glioblastomskim matičnim celicam podobna celična kultura NCH (ko-kultura dveh GMCL – NCH644 in 
NCH421K). 
U251MG in U87MG – konvencionalni glioblastomski celični liniji U251MG in U87MG. 
NMC – nevralne matične celice. 
 
Statistična analiza qRT-PCR: 
A) Kruskal-Wallisov test z Dunnovim popravkom – vse skupine vzorcev posamično. 
B) Mann-Whitneyev test: NCH/U251MG/U87MG proti NMC. 
C) Neparni t-test z Welchevim popravkom: NCH proti U251MG/U87MG. 
D) Mann-Whitneyev test: NCH proti NMC. 
Na osi x so skupine vzorcev, na osi y pa relativno izražanje mRNA. 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 
 
Ugotovljene značilne razlike: 
A) NCH proti U87MG – FREM2 (p<0,0001); NCH proti NMC – FREM2 (p=0,0489); U251MG proti U87MG – 
SPRY1 (p=0,0155); U251MG proti NMC – SPRY1 (p=0,0004). 
B) NCH/U251MG/U87MG proti NSC – SPRY1 (p=0,0025). 
C) NCH proti U251MG/U87MG – FREM2 (p=0,0030). 






Slika 2. Izražanje kandidatnih genov v celičnih linijah z metodo qRT-PCR; astrociti kot 
negativna kontrola. 




Legenda Slike 2 
Slika 2 prikazuje relativno izražanje mRNA za FREM2 in SPRY1 v celicah NCH, U251MG, U87MG in 
astrocitih kot negativni kontroli. Povprečno izražanje genov je predstavljeno kot srednja črta na grafu, ki 
prikazuje posamezne vrednosti meritev. Ker meritev, ki smo jih identificirali kot osamelce, nismo izbrisali iz 
grafa, jih je program GraphPad Prism 6 še vedno upošteval pri izračunu povprečja. Navzgor in navzdol od 
sredinske črte je prikazana standardna deviacija (SD). 
 
NCH – glioblastomskim matičnim celicam podobna celična kultura NCH (ko-kultura dveh GMCL – NCH644 in 
NCH421K). 
U251MG in U87MG – konvencionalni glioblastomski celični liniji U251MG in U87MG. 
ASTROCITI – primarni normalni človeški astrociti. 
 
Statistična analiza qRT-PCR: 
A) Kruskal-Wallisov test z Dunnovim popravkom (za FREM2) oziroma množične primerjave skupin z ONE-
way ANOVA (za SPRY1) – vse skupine vzorcev posamično. 
B) Neparni t-test z Welchevim popravkom: NCH/U251MG/U87MG proti ASTROCITI. 
C) Mann-Whitneyev test: NCH proti U251MG/U87MG. 
D) Mann-Whitneyev test (za FREM2) oziroma neparni t-test z Welchevim popravkom (za SPRY1): NCH proti 
ASTROCITI. 
Na osi x so skupine vzorcev, na osi y pa relativna izraženost mRNA. 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 
 
Ugotovljene značilne razlike: 
A) NCH proti U87MG – FREM2 (p<0,0001); NCH proti ASTROCITI – FREM2 (p<0,0001); U251MG proti 
U87MG – FREM2 (p=0,0295); NCH proti ASTROCITI – SPRY1 (p<0,0001); U251MG proti ASTROCITI – 
SPRY1 (p<0,0001); U87MG proti ASTROCITI – SPRY1 (p<0,0001). 
B) NCH/U251MG/U87MG proti ASTROCITI – FREM2 (p=0,0044); NCH/U251MG/U87MG proti 
ASTROCITI – SPRY1 (p=0,0036). 
C) NCH proti U251MG/U87MG – FREM2 (p<0,0001). 







Slika 3. Izražanje FREM2 (zgoraj) in SPRY1 (spodaj) v celičnih linijah U251MG, U87MG in 
astrocitih z metodo imunofluorescenčnega barvanja. 
Legenda Slike 3 
Levo – barvanje jeder z DAPI. 
Sredina – barvanje s protitelesi proti FREM2 (zgoraj) oziroma SPRY1 (spodaj). 
Desno – sestavljena slika v izvirnih barvah (FREM2 oziroma SPRY1 rdeče, jedra modro). Bele puščice kažejo 





Slika 4. Izražanje kandidatnih proteinov v celičnih linijah z metodo prenosa western. 
Legenda Slike 4 
Relativna intenzivnost antigena je normalizirana na celotni proteinski lizat. Izračunali smo jo kot razmerje med 
intenzivnostjo lise za FREM2/SPRY1 in intenzivnostjo lise za celokupne proteine, nanešene na gel (oboje 
merjeno v arbitrarnih enotah – angl. arbitrary units, AU). Za kontrolo nanosa smo pri obeh prenosih western (za 
FREM2 in SPRY1) uporabili gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazo (angl. glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase, GAPDH), ki se standardno uporablja kot kontrolni protein pri prenosu western. 
 
NCH – proteinski lizat iz celic glioblastomskim matičnim celicam podobne celične kulture NCH (ko-kultura 
dveh GMCL – NCH644 in NCH421K). 
U251MG in U87MG – proteinska lizata iz celic konvencionalnih glioblastomskih celičnih linij U251MG in 
U87MG. 
NMC – proteinski lizat iz nevralnih matičnih celic. 
ASTROCITI – proteinski lizat iz primarnih normalnih človeških astrocitov. 
 
Statistična analiza prenosa western: 
Uporabili smo Kruskal-Wallisov test z Dunnovim popravkom. Povprečna vrednost izražanja proteinov je 
predstavljena na grafu s stolpci, na katerih je prikazana tudi standardna deviacija (SD). Na osi x so nanizani 
stolpci, ki predstavljajo različne vzorce, na osi y pa relativna izraženost proteinov, ki je sorazmerna z višino 
stolpcev. *p<0,05; **p<0,01. 
Ugotovljene značilne razlike:  
NCH proti ASTROCITI – FREM2 (p=0,0013);  
U251MG proti ASTROCITI – FREM2 (p=0,0405); 
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